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RESUMO 
 
O Câncer de colo uterino pode ser detectado através do exame preventivo do 
câncer nos seus estágios iniciais possibilitando o tratamento precoce. Para isso, 
depende o diagnóstico de lesões displásicas, pois estas podem se desenvolver 
em câncer; fato que em alguns casos podem ser inconclusivos, pois a técnica de 
Papanicolaou é uma análise subjetiva. Com finalidade de desenvolver auxílio 
diagnóstico, para as lesões limítrofes e duvidosas observadas nos exames de 
rotina realizados pelo método de Papanicolaou, buscou-se o estudo das NORs, 
regiões organizadoras de nucléolo, através da impregnação por nitrato de prata, 
pela Técnica AgNOR. Os NORs formam pontos no núcleo da célula, que podem 
ser contados e medidos sua área relativa e ser utilizado como marcadores de 
proliferação celular. No comportamento biológico das lesões intraepiteliais 
cervicais, os NORs têm se mostrado um fator preditivo de malignidade. Em 
conseqüência ao exposto o objetivo deste trabalho foi avaliar a técnica de AgNOR 
aplicada em esfregaços de material cervical uterino e analisar a sua associação 
com o diagnóstico citológico, colposcópico e histológico do colo uterino. Para isso 
foram realizados esfregaços citológicos de material cervical uterino e procedidos 
as técnicas de AgNOR, Papanicolaou e Shorr. Realizaram-se análises 
microscópicas e computadorizadas do material. Os resultados demonstraram 
associação, entre a técnica de AgNOR e o diagnóstico citológico, colposcópico e 
histológico com correlação positiva para número e área dos pontos de AgNOR. 
Verificou-se aumento do número de pontos de AgNOR, bem como da área relativa 
e alteração na sua forma conforme a gravidade da lesão. 
 
Palavras-chave: AgNOR, câncer cervical uterino, displasia, Papanicolaou, 
citologia, colposcopia, histologia. 
 
 
 
 viii
 
ABSTRACT 
 
The uterine col Cancer can be detected through the preventive examination 
of the cancer in its initial periods of training making possible the precocious 
treatment.  For this, the diagnosis depends on displásico injuries, therefore these 
can be developed in cancer; fact that in some cases can be inconclusive, therefore 
the technique of Papanicolaou is a subjective analysis.  With purpose to develop 
diagnostic aids, for the bordering injuries and doubtful observed in the 
examinations of routine carried through by the method of Papanicolaou, one 
searched the study of the NORs, regions organizers of nucleolus, through the 
impregnation for nitrate of silver, the AgNOR Technique.  The NORs forms points 
in the nucleus of the cell, that can count and be measured its relative area and to 
be used as marking of cellular proliferation. In the biological behavior of the 
cervical intraepithelial injuries, the NORs if has shown a prediction factor of 
malignidade.  In consequence to displayed the objective of this work it was to 
evaluate the technique of AgNOR applied in smears of uterine cervical material 
and to analyze its association with the cytological diagnosis, colposcopical and 
histological of the uterine col. For this smears cytological of cervical material 
uterine and proceeded the techniques from AgNOR had been carried through, 
Papanicolaou and Shorr.  Microscope and computerized analyses of the material 
had been become fullfilled.  The results had demonstrated association, enter the 
technique of AgNOR and the cytological, colposcopical and histological diagnosis 
with positive correlation for number and area of the points of AgNOR.  Increase of 
the number of points of AgNOR was verified, as well as of the relative area and 
alteration in its in agreement form the gravity of the injury. 
 
Word-key: AgNOR, cervical, dysplasia uterine cancer, Papanicolaou, cytology, 
colposcopy, histology. 
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1 - INTRODUÇÃO 
 
 
 
 
 2
No século XX, o mundo despertou para a importância da citologia no 
diagnóstico do Câncer da cérvice uterina, através das primeiras publicações de 
George Nikolas Papanicolaou. Paralelamente, foi escrito no Brasil, por Tinoco 
Cabral, o primeiro trabalho sobre Citologia, em sua tese de Doutorado 
apresentada em 1928 à Universidade de São Paulo, sob o título: “Modificações 
das células epiteliais da vagina humana na gravidez e na menopausa – seu 
estudo pelo método dos esfregaços”. Seguindo esta tendência outros trabalhos 
foram publicados, nos quais se empregava a citologia para a clínica. A utilização 
da Citologia no diagnóstico do Câncer em nosso País foi considerada pela 
primeira vez em 1942, em tese de Docência, elaborada por Antonio Vespasiano 
Ramos intitulada “Novo método de diagnóstico precoce do câncer uterino”.  
 Portanto desde a introdução do diagnóstico citológico das lesões pré-
malignas cervicais, a cérvice uterina tornou-se uma das mais examinadas áreas 
do corpo humano. As alterações puderam, ser assim identificadas em esfregaços 
citológicos permitindo selecionar mulheres que pudessem ser tratadas em uma 
fase inicial antes que sinais ou sintomas venham a ocorrer (KOSS, 1989). 
O câncer do colo do útero, apesar de apresentar decréscimo na sua taxa 
de mortalidade nos últimos anos, em 1947 era 2,5 mais elevado que em 1970, 
quando o exame de Papanicolaou estava sendo apresentado (CRAMER, 1974); 
ainda hoje mostra taxas elevadas, correspondendo a 15% de todos os tumores 
malignos na população feminina e representando dentre os diferentes tipos de 
cânceres a segunda maior causa de mortes de mulheres. Em nosso país os 
números são preocupantes, representando 80% de todos os cânceres 
ginecológicos registrados. A taxa de mortalidade por câncer de colo uterino nos 
últimos anos tem crescido em algumas regiões do país como na região sul 
(WÜNSCH FILHO, 2002). De acordo com o Instituto Nacional do Câncer (INCA), 
o câncer uterino foi responsável pela morte de 4.110 mulheres no Brasil em 2003. 
Tendo como taxa bruta de mortalidade e incidência o correspondente a 4,58 / 
100.000 e 18,32 / 100.000 mulheres respectivamente. O número de mortes no 
mundo é estimado em cerca de 200.000 mulheres por ano por este tipo de 
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câncer, sendo 160.000 mulheres em áreas em desenvolvimento (CHAOUKI, et 
al., 1998 ). 
O câncer de colo uterino é ainda relevante, em termos de casos novos e 
morte no mundo, principalmente por estatísticas referentes aos países em 
desenvolvimento, sendo que 80% dos novos casos ocorrem nestas localidades. 
Observa-se, entretanto que, mesmo sendo uma causa de morte importante no 
Brasil e em outros países em desenvolvimento, a magnitude das taxas de 
mortalidade são bem menores do que as de incidência, refletindo-se em uma 
razão de mortalidade/incidência de aproximadamente de 25:100, graças isso ao 
diagnóstico precoce. As taxas de sobrevida variam entre as regiões de maior ou 
menor desenvolvimento, porém, este câncer é considerado como de bom 
prognóstico, se diagnosticado e tratado oportunamente (PARKIN, 2001). 
No estado de Santa Catarina temos como dados para o ano de 2003 a 
incidência de 430/100.000 novos casos com taxa de mortalidade de 160/100.000 
mulheres; sendo na capital Florianópolis 40/100.000 novos casos com taxa de 
mortalidade de 10/100.000 mulheres (BRASIL, 2003). 
Segundo dados da Organização Mundial de Saúde (OMS) a partir de 2020 
serão diagnosticados 15 milhões de novos casos de câncer por ano, e que, caso 
medidas de prevenção e controle não sejam adotadas, a incidência de câncer de 
colo uterino aumentará em aproximadamente 100%. Em países do continente 
africano, asiático, leste europeu e américa central e sul os índices de novos casos 
e mortalidade são preocupantes (SHIBUJA, et al., 2002; BRASIL, 2003). 
Poder-se-ia evitar o surgimento de um quarto dos cânceres de colo uterino, 
aplicando-se simplesmente o conhecimento científico que se possui, e curar a 
terça parte deles com a tecnologia atual.  
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2.1 CÂNCER DE COLO UTERINO - IMPORTÂNCIA DIAGNÓSTICA 
 O conceito das lesões precursoras do câncer cervical data de 1886, 
quando Williams noticiou, que próximo ao câncer invasivo, havia áreas do epitélio 
que ele reconheceu como não invasivas. Isso foi até 1900 quando Cullen melhor 
definiu essas lesões não invasivas, notando que elas se pareciam com cânceres 
invasivos, mas não invadiam o epitélio ainda; então o conceito de lesões 
precursoras de câncer se tornou mais aceito (SINGER & MONAGHAN, 2002). 
Assim definido, o carcinoma escamoso invasivo do colo uterino ou cervical 
é precedido por alterações pré-cancerosas no epitélio cervical da zona de 
transformação onde podem ser identificados histologicamente e que são 
usualmente descritas como neoplasia intraepitelial cervical (NIC - Richart 1967). 
As técnicas citológicas contribuem para o conhecimento dessas lesões e 
instalação de seu tratamento, conseqüentemente com a redução da incidência do 
câncer (REIS, et al., 1992; REZENDE FILHO, et al., 1993). 
Estas alterações pré-malignas representam um aspecto contínuo de 
morfologia onde tem sido divididos em três estágios, NIC I, NIC II e NIC III, que 
são equivalentes na terminologia convencional à displasia leve, displasia 
moderada e displasia severa e carcinoma in situ, respectivamente (TAKAHASHI, 
1982). 
As alterações pré-malignas e malignas do câncer de colo uterino, onde o 
tipo mais comum é o carcinoma de células escamosas, ocorre com maior 
freqüência, na Junção Escamo Colunar (JEC). A JEC ou zona de transformação 
(ZT) deve incidir sobre o orifício anatômico externo do colo uterino, onde se 
verifica o encontro do epitélio glandular cilíndrico ou colunar do canal endocervical 
e o epitélio escamoso pavimentoso pluriestratificado, que reveste a ectocérvice e 
a parede da vagina. Esta região compreende células de grande valor diagnóstico 
(SHIRATA, 1998; HERZBERG & SILVERMAN 1999, LIRA NETO, 2000).  
O epitélio colunar é constituído por uma única camada de células altas 
especializadas em produzir muco, enquanto que o epitélio escamoso é formado 
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por três camadas de células: profundas (basais e parabasais), intermediárias e 
superficiais especializadas na proteção do tecido (GOMPEL & KOSS, 1997). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1: Representação esquemática do epitélio escamoso estratificado (GROSS E 
BARRASSO, 1999). 
Em caso de ectopia, externalização da JEC em direção ao ectocérvice, a 
mucosa evertida mantém um contato direto com o meio vaginal normalmente 
ácido, o qual não é próprio à sua integridade estrutural, onde se inicia um 
processo reparativo. Esse processo é a metaplasia, que é uma alteração 
reversível no qual um tipo celular adulto é substituído por outro também adulto 
com a finalidade de formar um epitélio mais resistente a agentes externos. 
Portanto a metaplasia escamosa traduz a substituição do epitélio cilíndrico 
colunar simples pelo epitélio pavimentoso estratificado. Esta substituição se 
processa as custas de células de reserva indiferenciadas localizadas abaixo do 
epitélio cilíndrico. Na ausência de qualquer agente mutagênico, a metaplasia é do 
tipo fisiológico, enquanto na vigência de agente mutagênico ocorre o 
aparecimento de células metaplásicas atípicas (SUZUKI et al., 1995; ROBBINS, 
1996). 
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Figura 2: Esquema do aparelho reprodutor feminino.  
Http: //www.aborto.com.br/orgaos_genitais/feminino.htm. 
Muitos pesquisadores sugeriram que o comportamento da metaplasia 
escamosa “mantêm a chave para a compreensão da oncogênese cervical”. 
(COPPLESON & REID, 1967 apud  SINGER & MONAGHAN, 2002). 
 
2.2 CARCINOGÊNESE 
 O ciclo celular corresponde aos processos que ocorrem na célula, desde 
sua formação, até sua divisão em duas células filhas. As fases G1, S, G2, M 
correspondem às fases consecutivas do ciclo celular. As fases G1, S, G2 
correspondem às fases de interfase, que é um período de intensas atividades 
relacionadas com a proliferação celular, caracterizando-se por mudanças no 
conteúdo de DNA da célula e por alterações bioquímicas e fisiológicas. Um 
conjunto de mecanismos bioquímico regula o ciclo celular e muitas dessas 
reações envolvem proteínas reguladoras atuando na síntese de DNA na fase S e 
no processo de mitose (RABENHORST, et al., 1993; LEVINE, et al., 1994; HALL 
& COATES, 1995). 
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A descoberta de proteínas que atuam na replicação do material genético 
permitiu que se investigasse vários métodos de avaliação da proliferação celular. 
Em resposta a estímulos externos específicos, as células iniciam o ciclo 
passando da fase G 0 (células quiescentes) ou G 1 (atividade biossintética) para 
as fases S (duplicação do DNA), G 2 (síntese de RNA e proteínas) e finalmente M 
(mitose), quando se completa a divisão celular . 
A proliferação celular é necessária para equilibrar as perdas celulares e 
manter a integridade dos tecidos e órgãos. Esse processo requer a expressão 
coordenada de vários genes em determinados momentos do ciclo celular. 
Para completar com sucesso a divisão celular, um número de genes cdc 
(cell-division-cycle) é ativado. Durante o processo, a célula passa por verificações 
de erros localizados entre os limites G 1 /S e G 2 /M, em que eventuais erros 
genéticos serão identificados e reparados (CALABRETTA & BASERG, 1991).  
Os cânceres resultam normalmente por mudanças na seqüência de DNA 
da célula, e provavelmente uma única célula anormal origina um tumor, e esta 
passa a anormalidade para a sua progênie, sendo um processo genético. Mas em 
geral o câncer não pode ser o resultado de um único evento ou uma única causa, 
mas resultam da ocorrência de vários acidentes independentes em uma célula 
com efeitos cumulativos. 
Em um minuto, ocorrem no corpo humano milhões de mutações genéticas. 
Tais danos são geralmente reparados rapidamente. Entretanto, se a replicação do 
DNA e a divisão celular ocorrerem antes do reparo, a lesão pode converter-se em 
um erro genético estável, dando origem a uma nova linhagem de células, 
genomicamente diferentes das do hospedeiro, caracterizando então o câncer. 
O câncer origina-se de um erro genético ocorrido durante uma fase do ciclo 
de divisão celular que escapou dos mecanismos de controle dos genes 
supressores. 
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A carcinogênese é um processo dinâmico caracterizado por múltiplas 
etapas, definidas como: iniciação, promoção, progressão e manifestação 
(FUJITA, et al., 1973; ODUKOYA & SHKLAR, 1984; MAREFAT, 1985; RUBIN & 
FARBER, 1990; HIGGINSON, 1993). A iniciação corresponde ao primeiro passo 
para o desenvolvimento neoplásico, sendo irreversível, porque lesa de forma 
permanente a estrutura do DNA. Uma vez a célula estando iniciada, ela passa por 
um período de latência, que corresponde ao intervalo entre a exposição ao 
carcinógeno e o aparecimento das alterações neoplásicas visíveis. As células 
iniciadas, em contato com o agente promotor, passam a expressar suas 
alterações, antes latentes. É a etapa de promoção da carcinogênese, em que os 
promotores, como o vírus HPV, estimulam a proliferação celular e modulam sua 
diferenciação, com o aparecimento de uma nova população celular, com 
propriedades diferentes da célula inicial, gerando a neoplasia (SANTOS, et al., 
2003; DIXON & KOPRAS, 2004). A etapa seguinte é a progressão, em que ocorre 
a evolução da neoplasia maligna. Segue-se a etapa de manifestação que é a fase 
de manifestação clínica do câncer (ROBBINS, et al.; 1996; RUBIN & FABER, 
1990; RODRIGUEZ & CAMARGO, 1992). 
 
2.3 CITOLOGIA 
  Historicamente, podemos relatar a introdução das diversas classificações 
citológicas desde o início do século, em 1907, quando se declarou que o 
diagnóstico do câncer do colo uterino poderia ser feito pelo aspecto celular, antes 
da fase destrutiva, isto é, antes da invasão do tecido conjuntivo (AUGUSTO, et 
al., 1982). De 1908 a 1910, outros estudiosos concordaram com este achado; 
sendo que a descrição da doença corresponderia ao que, mais tarde, Schiller 
(1927) chamaria de carcinoma pré-invasor (AUGUSTO, et al., 1982). Segundo 
KOSS (1989), no ano de 1924, George Nikolas Papanicolaou, médico grego, fez 
uma observação incidental de que as células cancerosas derivadas da cérvice 
uterina poderiam ser observadas em esfregaços vaginais. Esta observação foi 
apresentada em maio de 1928, e em 1941 foram divulgados os primeiros, 
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resultados de suas pesquisas, alcançando, portanto divulgação internacional a 
atualmente conhecida “Coloração de Papanicolaou”. 
Em 1942, Papanicolaou demonstrou que o diagnóstico do câncer em sua 
fase inicial poderia ser realizado através dos caracteres morfológicos anormais 
das células esfoliadas do epitélio cervical uterino e propôs uma classificação dos 
esfregaços em cinco classes: classe I – normal; classe II - atipias benignas; 
classe III – suspeito, que incluí as displasias; classe IV – fortemente sugestivo de 
malignidade; classe V – francamente maligno ou positivo para malignidade 
(NARDOZZA et al., 1993).  
Em 1953, Reagan e colaboradores, introduziram a classificação das 
displasias, referente a alterações do epitélio de revestimento do colo uterino, na 
Escola Norte-Americana, para diferenciar as várias fases de precursores do 
carcinoma cervical e o carcinoma in situ completamente desenvolvido, o que lhes 
conferia algum potencial de malignidade, na dependência de maior ou menor 
gravidade histológica. A diferenciação é realizada de acordo com a sua 
severidade, onde as alterações nucleares e citoplasmáticas são subdivididas em: 
displasia leve – quando se restringem às camadas superficiais; displasia 
moderada ou de grau intermediário – com envolvimento de mais da metade da 
espessura total do epitélio; displasia severa – quando quase toda espessura do 
epitélio está comprometida por células atípicas (NARDOZZA et al., 1993). 
  A denominação displasia do grego dis (dificuldade, transtorno) e plasia 
(formação) – tem sido empregada em relação a processos benignos de outras 
origens (ossos, mamas).  No colo uterino, a utilização do termo se refere a 
estados pré-malignos.  
Em 1967, Richard introduziu o termo Neoplasia Intraepitelial Cervical: NIC 
(graus I, II, III e IV) em substituição, respectivamente as displasias e carcinoma in 
situ instituídos por Reagan. Em 1969, Richart acatou a opinião de especialistas, 
abolindo a classificação NIC IV, e mantendo a NIC III, como representativa de 
displasia severa e/ou carcinoma in situ (BUCKLEY, et al., 1982; SUZUKI, 1996; 
SCHNEIDER & SCHNEIDER, 1998; SHIRATA, 1998). 
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O sistema Bethesda surgiu em 1988, quando pesquisadores de todo o 
mundo, reunidos em Bethesda (EUA), estabeleceram um consenso para maior 
precisão na informação diagnóstica, suprindo as necessidades de duas décadas 
de avanços e permitindo melhor avaliação estatística das lesões detectadas; 
possibilitando assim a comparabilidade dos resultados citológicos e histológicos.   
Em 1991, o Instituto Nacional do Câncer (USA) revisou a classificação e 
estabeleceu a terminologia de Bethesda para o diagnóstico citológico descritivo 
que seria aceita pela maioria dos laboratórios de citologia. Entretanto o Sistema 
Bethesda não substituiu completamente as classificações de Reagan e Richart, 
que ainda são utilizadas. 
Em 2001, o Sistema Bethesda foi reformulado, e classifica as lesões 
cervicais escamosas dividindo-as em 4 categorias: Atipia em células escamosas 
de significado indeterminado (ASCUS), como aquelas alterações limítrofes, entre 
a normalidade e anormalidade e que não apresentam ainda os critérios 
necessários para classificá-las como displásicas; Lesão intraepitelial (SIL) de 
Baixo Grau (LSIL) como as alterações correspondentes à displasia leve e as 
alterações citopáticas do vírus HPV; Lesão intraepitelial (SIL) de Alto Grau (HSIL) 
às alterações correspondentes a displasia moderada e severa, bem como 
carcinoma in situ; carcinoma de células escamosas. 
Observa-se abaixo na Tabela 1 a comparação entre as Classificações 
Citológicas, com uma tendência à redução do número de grupos de lesões desde 
a classificação de Papanicolaou até o Sistema de Bethesda. 
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Papanicolaou Regan Richart  Sistema Bethesda  
I Normal Normal Normal 
II 
Atipia reativa / 
inflamatória 
Atipia reativa / 
inflamatória 
Atipia reativa / 
inflamatória 
II / III Atipia  Atipia  ASCUS 
III Displasia leve NIC I 
SIL de baixo grau  
(LSIL) 
III Displasia moderada NIC II 
SIL de alto grau  
(HSIL) 
III Displasia acentuada NIC III 
SIL de alto grau  
(HSIL) 
IV Carcinoma in situ NIC III 
SIL de alto grau  
(HSIL) 
V Câncer invasivo Câncer invasivo Câncer invasivo 
 
Tabela 1: Comparação das classificações citológicas de Papanicolaou - 1942, Regan - 
1953, Richart - 1967 e Sistema Bethesda - 2001. 
Na categoria ASCUS citologicamente são observadas alterações em 
células epiteliais escamosas, mais marcantes que as modificações inflamatórias 
ou regenerativas, porém, menos do que as encontradas naquelas com 
diagnóstico definitivo de NIC, como discreta hipertrofia nuclear de até duas vezes 
maior que o núcleo normal, apresentando cromatina finamente granular e 
pequenos cromocentros mais evidentes. 
As alterações displásicas da cérvice uterina se manifestam por maturação 
atípica das diferentes camadas celulares, com queratinização anormal, freqüente 
e precoce; alterações nucleares e citoplasmáticas em graus variáveis e 
hiperatividade das camadas parabasal e basal, constituindo a maior parte do 
epitélio. 
Em LSIL - Na displasia discreta, o esfregaço em geral contém somente um 
pequeno número de células displásicas, a maioria pertencendo às camadas de 
células superficiais, e algumas provenientes das camadas intermediárias. As 
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células descamadas são com freqüência binucleadas e apresentam discreta 
cariomegalia e hipercromasia.  No entanto, o citoplasma é ainda abundante e a 
relação núcleo/citoplasma, acompanhado por aumento de volume do citoplasma, 
apesar de alterada, não difere em muito da correspondente às células normais, 
apresentam-se aumentados cerca de mais de três vezes ao de uma célula 
intermediária normal. O maior diâmetro nuclear é inferior à metade do maior raio 
citoplasmático. Existem já alterações na disposição da cromatina nuclear, que 
possibilitam diferenciar a displasia leve da metaplasia escamosa, na qual as 
células possuem núcleos normais (FOCCHI, et al., 1987).  Estas alterações 
correspondem a NIC I da classificação de Richart, 1967. 
 Poucas vezes as células das camadas mais profundas, parabasais e 
basais, apresentam anomalias discretas, insuficientes, no entanto, para causar 
confusão com células neoplásicas de carcinoma (FOCCHI, et al., 1987). 
Em HSIL - displasia moderada, o número de células displásicas e o grau de 
anormalidades nucleares e citoplasmáticas estão aumentandas. As células 
displásicas derivam das camadas superficiais e intermediárias, podendo ser 
encontradas, entretanto, células anormais das camadas profundas do epitélio 
escamoso normal ou metaplásico, com possíveis sinais de queratinização. Os 
núcleos estão aumentados de volume, variam em forma e tamanho e são 
hipercromáticos. A relação núcleo/citoplasma é maior do que no quadro anterior, 
de LSIL - displasia leve.  O maior diâmetro nuclear é praticamente igual à metade 
do maior raio citoplasmático.  Estas alterações correspondem a NIC II da 
classificação de Richart, 1967.  
 Nas células profundas alteradas não se observam ainda modificações 
nucleares tão evidentes como as do carcinoma, nem a relação núcleo/citoplasma 
está totalmente alterada, como acontece na HSIL - displasia severa e no HSIL -
carcinoma in situ (FOCCHI, et al., 1987). 
Em HSIL - displasia severa, em contraste com a displasia leve ou 
moderada, é caracterizada por células marcadamente atípicas das camadas mais 
profundas, parabasais e basais, lado a lado com as células displásicas da 
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camada superficial, sendo que o número de células atípicas em geral está 
aumentado. O diagnóstico se baseia no encontro de células pequenas, de origem 
parabasal, redondas ou ovaladas, com evidentes sinais de agregado de cromatina 
nuclear. A relação núcleo/citoplasma bastante aumentada com o maior diâmetro 
nuclear superior à metade do maior raio citoplasmático. O núcleo mostra-se 
intensamente hipercromático com cromatina e membrana nuclear muito irregular. 
Na maioria das vezes, o citoplasma, denso e basófilo, é mais abundante do que o 
encontrado nas células do carcinoma in situ (FOCCHI et al., 1987). Estas 
alterações correspondem a NIC III da classificação de Richart, 1967.  
Do ponto de vista de critérios morfológicos de LSIL - displasia discreta a 
HSIL – displasia severa, estão muito bem determinados para atipias em células 
escamosas, quase sempre relacionados a efeitos citopáticos de infecção por HPV 
(SAHIMATA, et al., 1996). 
O quadro citológico do HSIL - carcinoma in situ, as células são ainda 
menores do que as anteriores existindo uma tendência à disposição em fila 
indiana.  Os núcleos são relativamente grandes, o que torna bem evidente a 
alteração da relação núcleo/citoplasma, e ausência de nucléolos evidentes, 
característica importante para a avaliação, irregularidade de contornos nuclear, 
hipercromasia, multinucleação e, acima de tudo, o aparecimento marcante de 
espaços vazios. O citoplasma pode parecer normal, com algumas formas 
aberrantes. Haverá células malignas imaturas redondas ou ovais, com núcleo na 
posição central e que recebem o nome especial de células do 3º tipo. Estas 
alterações, também correspondem a NIC III da classificação de Richard, que uniu 
estes dois níveis de modificações citológicas. 
As alterações celulares comprometem a espessura total da mucosa e são 
constituídas por células anaplásicas ou primitivas. O epitélio não apresenta mais 
sua capacidade de estratificação normal. Existe aumento no número de mitoses 
normais e anormais ou atípicas, com alterações na polaridade celular. Presença 
eventual de paraceratose constituída por varias camadas de células achatadas 
acidófilas na superfície são encontradas. 
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No carcinoma escamoso avançado cervical, as modificações celulares se 
referem também ao citoplasma, com células malignas que podem ser um pouco 
menores que no caso anterior e, usualmente, exibindo todas as formas 
aberrantes. A grande maioria das células apresenta citoplasma cianófilo, 
demonstrando ausência ou acentuada diminuição da ceratinização do citoplasma; 
núcleos com múltiplos macronucléolos. A cromatina mostra um padrão 
hipercromático, grosseiramente granular. Nota-se também que, quanto mais 
avançado o estágio do carcinoma, menor a esfoliação de células malignas, 
especialmente as bem conservadas, apresentam também muitas células em 
girino, amebóides e outras formas aberrantes eosinófilas e cianófilas. Existe uma 
marcante diátese tumoral, e as células malignas são grandes e mostram 
anisocitose acentuada, aparecendo mais comumente isoladas, mas podem formar 
sincícios. A maioria dos casos de carcinoma escamosa cervical é classificada 
como carcinoma de células escamosas não ceratinizado (GOMPEL & KOSS, 
1997). 
O trabalho pioneiro de Papanicolaou introduziu o exame colpocitológico na 
pesquisa diagnóstica de prevenção e tratamento do câncer de colo uterino. Mais 
tarde, pelos avanços tecnológicos em citologia esfoliativa, demonstrou-se que 
este exame pode apontar para a solução de um enorme problema de Saúde 
Pública. Sendo o útero anatomicamente um órgão de fácil acesso, permite a 
realização da coleta de material para o exame citológico sem acarretar grandes 
distúrbios à mulher e realizar a importante tarefa de prevenção do câncer que 
mais a acometeria. 
Para avaliar o grau morfológico das alterações celulares encontradas no 
material cervical pode-se utilizar a técnica de coloração de Papanicolaou, mais 
comumente empregada em avaliações citológicas e a técnica de Shorr.  
A técnica de Papanicolaou tem como princípio, a hematoxilina que, por 
oxidação pelo óxido de mercúrio, se transforma em hematéina. A hematoxilina 
cora o núcleo em azul, após mordaçagem pelo alume de potassa. O orange G, a 
eosina, o verde luz e o marrom de Bismark são os corantes citoplasmáticos, 
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sendo o mais utilizado o EA 50 e o EA 36 em combinação com o Orange, na 
técnica de Papanicolaou. 
A coloração de Shorr (BEÇAK & PAULETE, 1976) que emprega orange G, 
escarlate de Biebrich e verde luz associada ao corante hematoxilina de Harris é 
uma técnica baseada em princípios semelhantes à coloração de Papanicolaou. 
No entanto as substâncias que coram nucléolo e citoplasma sofrem variações 
produzindo contrastes mais marcantes das tonalidades citoplasmáticas e 
nucleares das células. Na década de 80 alguns pesquisadores (OETTLÉ & 
WELDHAGEN, 1982) apresentaram modificações na técnica propondo um 
método mais rápido. Os componentes do corante de Shorr favorecem a 
visualização da organização da cromatina, critério fundamental na classificação 
das displasias. 
Esta coloração pode melhor identificar células retraídas, com aumento da 
acidofilia citoplasmática e condensação da cromatina nuclear, às vezes com 
fragmentação do núcleo e das células, caracterizando apoptose (SANTOS et al., 
2001). 
 
2.4 COLPOSCOPIA 
Com o surgimento da colposcopia que data do ano 1925, quando Hans 
Hinselmann, um ginecologista alemão, desenvolveu uma nova técnica para o 
auxílio no diagnóstico do câncer de colo uterino, ampliando as fronteiras em 
soluções para o seu tratamento. Com uma lupa de baixo poder, era visualizada a 
cérvice com um maior aumento. A aplicação deste método se desenvolveu de 
uma maneira lenta. Durante muitos anos a colposcopia e a citologia esfoliativa, 
foram consideradas competitivas no diagnóstico da displasia cervical e câncer. 
Somente nas últimas décadas, se tem aceitado que ambas as técnicas são 
importantes e tenham diferentes papéis no estudo das NICs e câncer cervical 
(MERLO, 1981). 
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É evidente que a citologia é, e seguirá sendo a melhor técnica de 
laboratório, no estudo das NICs. No entanto, é importante saber que a 
colposcopia permite saber uma evolução das mudanças que se sucedem na 
cérvice e, portanto útil no estudo de mulheres com citologias anormais pré-
neoplásicas, e que apresentam suspeitas de neoplasias (MERLO, 1981). 
O estudo colposcópico permite a identificação de características sutis do 
epitélio, imperceptíveis a olho nu, que são resultados da expressão patológica. No 
entanto, possui limitações, como a subjetividade das observações, a dificuldade 
das imagens e a quantificação de certas lesões, como a valorização de sua 
extensão (PUING-TINTORÉ, 2001).  
Uma das muitas vantagens da colposcopia é a de diminuir o uso de 
biópsias da cérvice uterina. No entanto, é importante considerar que entre 5% e 
20% das citologias anormais, somente a colposcopia não é suficiente para 
estabelecer um diagnóstico, requerendo, portanto a biópsia (MERLO, 1981). Não 
se pode duvidar que a colposcopia é um método de diagnóstico clínico que 
valoriza, sobretudo as mudanças de nível da superfície da cérvice, e que a 
citologia é uma técnica de laboratório que estuda as mudanças a nível celular. Por 
isto, a citologia e a colposcopia são consideradas como sistemas complementares 
inseparáveis para o estudo de pacientes com NIC (CARRERA, et al, 1974; 
WETHICH, 1986; SANTOS, et al., 2003). 
É sabido que as terminologias usadas para diagnósticos citológicos e 
histológicos sejam semelhantes, de modo que eles possam estar relacionados 
com os achados colposcópicos. É também fundamental que a nomenclatura 
citológica e histológica seja baseada em dados clínicos e científicos suficientes, 
de modo que o médico possa inferir um comportamento clínico e o tratamento 
escolhido. Nos últimos 50 anos, a compreensão sobre a etiologia e a patogênese 
da neoplasia escamosa do trato genital inferior aumentou enormemente e, 
particularmente nos últimos 15 anos, o progresso e a compreensão dos eventos 
moleculares associados à neoplasia do trato genital desenvolveu-se rapidamente. 
Em resposta a esse conhecimento, a terminologia foi mudada para um novo 
sistema de classificação, fornecendo um alto grau de sofisticação que reflete o 
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pensamento científico atual correlacionando mais facilmente os diagnósticos 
laboratoriais com os dados colposcópicos e clínicos. Gradualmente a terminologia 
se tornou mais uniforme, e as implicações da citologia, histologia e conclusões 
clínicas tornaram-se mais seguras (SINGER & MONAGHAN, 2002).  
Alguns sistemas têm sido propostos para aumentar a objetividade na 
graduação colposcópica. Um desses sistemas é o sugerido por Coppleson e 
Pixley (1992) que permite que correlações diagnósticas e prognosticas sejam 
feitas. Os quadros colposcópicos são constituídos por imagens e podem ser 
classificadas de acordo com as lesões encontradas: 
Grau I (alterações insignificantes, pouco suspeitas) pelo qual incluem-se os 
processos inflamatórios (cervicopatias), constituídos pelas seguintes imagens 
colposcópicas: zona de transformação típica, o epitélio aceto-branco, as colpites 
em pontos vermelhos e pontos brancos, as leucoplasia leves e os vasos típicos. 
Estas alterações correspondem a NIC I da classificação de Richart 1967. 
Grau II (alterações significantes, suspeitas): as imagens colposcópicas são: a 
leucoplasia leve ou simples, o pontilhado de base e os vasos de tipo típicos. Estas 
alterações correspondem a NIC II da classificação de Richart 1967. 
Grau III (alterações altamente significantes, muito suspeitas); as imagens 
colposcópicas observadas são: leucoplasia simples, o pontilhado de base, o 
mosaico simples ou plano e vasos irregulares. Estas alterações correspondem a 
NIC III, incluindo carcinoma in situ ,da classificação de Richart 1967. 
No carcinoma microinvasivo se observa: leucoplasia hipertrófica, mosaico, 
pontilhado de base, vasos irregulares maiores.  
No carcinoma invasivo se observa: leucoplasia hipertrófica, pontilhado de base, 
vasos atípicos grandes, e proliferação francamente carcinomatosa (SINGER & 
MONAGHAN, 2002). 
Considera-se colposcopia satisfatória quando se observam os limites da 
zona de transformação em toda sua extensão e colposcopia insatisfatória quando 
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não se visualiza totalmente a zona de transformação, ou junção escamo colunar 
(JEC) e só se visualiza uma parte (MERLO, 1981). Isto é necessário porque é 
precisamente na união escamo-colunar, o sítio onde se localiza com preferência o 
câncer cervical. É importante lembrar, que esta zona de transformação ascende 
do interior do canal cervical principalmente na menopausada; por isto, de todas as 
pacientes a colposcopia não é satisfatória em 66% dos casos. 
Pode-se considerar que o exame colposcópico se inicia com a colposcopia 
direta onde somente se observa a cérvice sem nenhuma preparação, geralmente 
se faz à limpeza do muco cevical com uma gaze impregnada com soro fisiológico. 
Nesta parte do exame, se visualiza a vascularização da cérvice com filtro verde, 
pois o emprego posterior do ácido acético por sua ação vasoconstritora dificulta o 
estudo da rede vascular (CARRERA, et al., 1974). 
Em seguida prossegue-se com a colposcopia ampliada na qual se 
impregna a cérvice com ácido acético de 3% a 5% e depois de 20 a 30 segundos 
se observam, sobre sua ação, com toda nitidez, as papilas do epitélio cilíndrico e 
se destacam as zonas atípicas. Por esta razão somente depois de aplicar o ácido 
acético, tem-se valor as observações colposcópicas.  
As lesões correspondentes as NICs e carcinomas apresentam núcleos 
mais volumosos, hipercromáticos, com maior quantidade de DNA. Na 
colposcopia, este epitélio, quando submetido ao ácido acético usado, promove 
contração na membrana nuclear, condensando este material e tornando o epitélio 
mais opaco, de forma que se percebe o estroma não em vermelho, mas em 
branco-perolado, ou seja, em áreas aceto-brancas, que será mais aceto-branca 
quanto maior a atipia nuclear presente. Os núcleos também reagem a corantes 
vitais como o azul-de-toluidina, devido a sua acidofilia, teste chamado de Collins-
Richart, que fixa em azul os núcleos ricos em ácido nucléico.  
A prova de Schiller, descrito em 1929, marca delineando áreas de 
prováveis lesões displásicas e é realizado, somente depois que as observações 
colposcópicas com ácido acético estejam completadas. È empregada solução de 
iodo de 2% a 5% e observar-se coloração do colo uterino. Neste teste o epitélio 
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escamoso normal contendo glicogênio é facilmente diferenciado e irá se corar 
fortemente com iodo, dando origem ao estado chamado iodo positivo. Outros 
epitélios que não se coram são chamados de iodo negativos, Shiller positivo, 
como o epitélio metaplásico, epitélio imaturo, displasias e cânceres. 
A colposcopia é usada em geral para avaliar mulheres selecionadas com 
citologias sugestivas de NIC com o fim de obter biópsia dirigida das lesões mais 
significativas.  A biópsia dirigida deve ser realizada nos locais onde se 
observaram as imagens colposcópicas mais representativas, como as marcadas 
em epitélio aceto-branco, teste de Collins-Richart e teste de Schiller. 
Sabendo-se que o câncer cervical constitui uma das maiores causas de 
morte em mulheres jovens, considera-se a colposcopia como um dos elementos 
importantes para avaliar as pacientes com citologias anormais. A citologia cervical 
e vaginal demonstra as NIC e, através da colposcopia, pode-se localizar as lesões 
e avaliar suas características delimitando sua extensão (STAFL & WILBANKS, 
1991). 
Alguns trabalhos indicam índices de falsos negativos da citologia frente a 
colposcopia que oscila entre 10% e 13%. A correlação entre a citologia e o 
diagnóstico colposcópico, mostrou uma sensibilidade de 84.7% (FRANCO & 
GALLEGO, 1992). Esta sensibilidade baseia-se com os resultados colposcópicos 
que correlacionam claramente com a citología da paciente. Os protocolos de 
controle de qualidade para a prática colposcópica mencionam valores de 
sensibilidade entre 82% e 88% (FEJGIN, 1990; BENEDET, 1991; FRANCO & 
GALLEGO, 1992; GONZÁLEZ & JIMENÉZ, 1993). 
A correlação entre o diagnóstico colposcópico e o estudo histológico das 
biopsias dirigidas, mostrou uma sensibilidade de 86.2%. Dessa maneira, se 
qualifica uma correlação positiva quando maior ou igual a 80% com cifras limites 
satisfatórias na prática da colposcopia, em torno de 86% (DIÁZ & ARAGÓN,1992; 
GONZÁLEZ & JIMENÉZ, 1993). 
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A correlação entre a citologia e o estudo histológico das biopsias é de 80% 
nos protocolos antes mencionados; com estes percentuais se aceita uma cifra 
igual ou maior a 75% como limites normais para os laboratórios de citologias. 
Analisando-se juntos os três métodos de diagnóstico, a citologia, a 
colposcopia e a biópsia se podem dizer sem equívocos, que a confiabilidade 
diagnóstica em conjunto para identificar uma neoplasia cervical se encontra entre 
90% a 100%, (FEJGIN, 1990) e assim detectar mais rapidamente as lesões e 
acompanhar sua progressão e o emprego de uma profilaxia mais adequada para 
cada caso (HEINZ, 1982). Contudo, todas as NIC não possuem o mesmo 
comportamento, pois estudos epidemiológicos de neoplasia mostram que a 
prevalência de NIC é muito maior que a de câncer cervical, sugerindo que muitas 
lesões de NIC não progridem à invasão (NASIELL et al., 1983). 
 O comportamento biológico da neoplasia intra-epitelial cervical de alto grau 
(NIC II e NIC III) não pode atualmente ser previsto com segurança em uma única 
paciente. O problema é composto pelo fato de que o risco estimado de 
progressão da doença em diferentes grupos mostra marcante variação 
(ANDERSON, 1991). Não é possível separar lesões NIC II em subtipo puramente 
regressivo, persistente ou progressivo em bases histológicas, citológicas ou em 
critérios clínicos. O uso de parâmetros objetivos como o conteúdo de DNA nuclear 
merece maior atenção (FU, 1981; JAKOBSEN et al., 1983; NASIELL, 1984; 
BIBBO et al., 1985; FU & HALL, 1985; HALL & FU, 1985; MONSONEGO et al., 
1997). 
                   
2.5 HISTOLOGIA 
 A histologia é considerada a base para o tratamento e seguimento de 
alterações identificadas pela citologia, além de representar o teste de certeza nos 
estudos de patologia cervical (CARNEIRO et al.,, 2004). 
 As alterações observadas nos materiais são classificadas de acordo com a 
classificação de cervicite ou alterações displásicas. 
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 Cervicite é um processo tecidual que ocorre no colo uterino em resposta a 
fenômenos infecciosos, químicos ou mecânicos, incluindo aspectos da inflamação 
e da reparação. O material apresenta leucócitos monoculeares, especialmente 
linfócitos, histiócitos e plasmócitos, além dos polimorfonucleares. O epitélio exibe 
arquitetura preservada, com camada basal, e superfície mostrando maturação. As 
alterações epiteliais mostram hiperplasia da camada basal, vacúolos 
citoplasmáticos sem presença de atipias nucleares, podendo apresentar 
metaplasia (WRIGHT & FERENCY, 1994) 
 Na NIC I ocorre proliferação de células epiteliais escamosas com discretas 
alterações de arquitetura do tecido e da morfologia celular, com hiperplasia da 
camada basal, característico do amadurecimento dos queratócitos em direção à 
superfície. As atipias nucleares mostram contornos irregulares, distribuição 
grosseira da cromatina e encontro de algumas mitoses. São incluídas nesta 
classe as alterações atribuídas ao efeito citopático do HPV, a coilocitose e a 
disqueratose (SCULLY, et al., 1994). 
 Na NIC II verificamos proliferação de células epiteliais escamosas, com 
alterações moderadas da arquitetura do tecido e dos aspectos celulares. Além da 
intensa hiperplasia da camada basal, perda parcial da maturação dos queratócitos 
e evidências de células maduras na superfície. As atipias nucleares são mais 
marcantes, com maior aumento da relação núcleo/citoplasma e das alterações da 
cromatina, predominando os grânulos grosseiros e presença de mitoses 
freqüentes. Podem ser vistos efeitos citopáticos do HPV. 
 Na NIC III ocorre proliferação de células epiteliais escamosas com 
alterações acentuadas da arquitetura do tecido e dos aspectos celulares 
correspondendo às lesões correspondentes a displasias acentuadas e 
carcinomas in situ. Não ocorre ruptura da lâmina basal com invasão do estroma 
conjuntivo subjacente. A organização em extratos é perdida, sendo poucos os 
sinais de maturação em toda a espessura. As atipias nucleares são acentuadas e 
as mitoses incluindo as anormais são vistas em todas as camadas do epitélio. 
Podem ainda ser encontrados os efeitos citopáticos do HPV (WRIGHT & 
FERENCY, 1994). 
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2.6 HPV 
Hoje se sabe basicamente, que o câncer de colo de útero se desenvolve a 
partir da transmissão sexual pelo Human Papiloma Vírus (HPV), principal 
responsável pela indução do câncer. Recentes dados da literatura, 
epidemiológicos e biomoleculares, mostram que o DNA do HPV é encontrado em 
95 a 100% dos tumores epiteliais cervicais, conferindo o maior risco para o seu 
desenvolvimento. Além disso, em 1996, na OMS, considerou-se o HPV dos tipos 
16 e 18 como o agente etiológico do carcinoma escamoso cervical. Ainda no 
mesmo ano, a Conferência de Consenso realizada pelo Instituto Nacional do 
Câncer dos Estados Unidos enfatizou que o câncer cervical, em todos os casos, é 
o primeiro tumor sólido essencialmente vírus-induzido. A evolução da infecção 
pelo HPV para o câncer invasor depende do tipo e da carga viral, da interação do 
vírus com a célula hospedeira, da resposta imunológica epitelial e da interação do 
vírus com certas oncoproteínas (CAMARA, 1993; REZENDE FILHO, et al., 1993; 
COLLACO & PINTO, 1994; DORES, et al., 1999).  
Os Papilomavírus são capsídeos icosaédricos não envelopados compostos 
de 72 capsômetros, com diâmetro variando de 44 a 55 nm (KLUG, 1965; KLUG & 
FINCH, 1965; MELNICK, 1962 apud MEISELS & MORIN, 1997). Seu DNA é uma 
molécula de dupla fita, circular e fechada. Os tipos de HPV parecem ser estáveis 
como demonstrado por dados seqüenciais de vírus identificados em diferentes 
localidades geográficas e após muitos anos de propagação do DNA viral em 
animais e linhagens celulares (GIRI & DANOS 1986 apud MEISELS & MORIN, 
1997). A pluralidade do HPV permanece inexplicável. 
Mais de 100 tipos de HPVs tem sido identificados. Vários tipos são 
chamados de alto risco, tais como 16, 18, 31, 33 e 35 tem um papel etiológico na 
carcinogênese cervical (ZUR HAUSEN, 1994). O tipo HPV 16 tem sido 
encontrado em 60-70% dos casos de câncer cervical e NIC III, é também 
encontrado em 15-40% das lesões NIC I (NUOVO & RICHARD, 1990; CUZICK, et 
al., 1994). É sabido mundialmente que pelo menos 95% dos carcinomas cervicais 
são HPV DNA positivo (BOSCH, et al., 1995). Juntamente aos HPV 16 e 18, treze 
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outros tipos de HPV foram encontrados. A infecção pelo HPV oncogênico ocorre 
mais freqüentemente em carcinoma de células escamosas e lesão intraepitelial de 
alto grau (HSIL) do que em lesão intraepitelial de baixo grau (LSIL). A presença 
de HPV oncogênico em LSIL pode levar a NIC II ou NIC III com 87% de 
sensibilidade (HERRINGTON, 1995). Em trabalhos de NUOVO (1998), as 
mulheres com atipia em células escamosas de significado indeterminado 
(ASCUS) que desenvolveram uma SIL confirmada pela biópsia em 6 meses, 67% 
tinham infecção pelo HPV oncogênico, onde apenas 10% das mulheres com 
ASCUS que não desenvolveram SIL eram HPV positivas (NUOVO, 1998).  
Com estes resultados verifica-se que, a presença do vírus HPV 
unicamente, não é determinante para o surgimento de uma lesão de alto grau que 
necessariamente evolua para um carcinoma escamoso invasivo. São necessários 
vários fatores para desencadear a doença e, sobretudo novas técnicas 
diagnósticas que melhor avaliem e acompanhem as lesões iniciais pré-malignas.   
 O diagnóstico da infecção pelo HPV baseado unicamente em critério 
citológico é difícil, e pode levar a uma baixa estimativa de mulheres com infecção 
pelo HPV (HIRSCHOWITZ, et al., 1992; WRIGHT & FERENCY, 2004). 
 Uma grande descoberta foi à habilidade da partícula HPV E6 e E7 de ligar 
e interromper, p53 e pRb, respectivamente, que são peças chaves no ciclo 
celular, sendo estes genes supressores de tumor (MINAMOTO, et al., 2003). 
A pRb ativada liga-se a fatores de transcrição para a cascata de ciclinas e 
ciclinas quinase e atua mantendo a célula nos estágios G0/G1, regulando a sua 
entrada na fase S do ciclo celular. Uma vez a pRb inativada e liberando os fatores 
de transcrição o ciclo celular se inicia. Mais adiante no ciclo, a p53 verifica danos 
do DNA da célula, regula a proliferação e a morte celular, antes de permitir 
replicação do DNA. Se for detectado dano no DNA, o p53 promove apoptose ou 
prolonga o ciclo celular. A perda da função da pRb pode resultar em 
hiperproliferação, e, perda da função da p53 o que denota em mutação gênica e 
instabilidade cromossômica levando ao descontrole do ritmo de proliferação 
celular. 
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2.7 DISPLASIAS 
Estimativas, da duração das alterações pré-malignas tem sido feitas, com 
tempo médio até o desenvolvimento do câncer invasivo do colo uterino com 
intervalo de 10-15 anos. O tempo médio para diagnóstico dos graus de NIC é 
consistente com a progressão de NIC I (displasia leve) para NIC II (displasia 
moderada) até NIC III (displasia severa e carcinoma in situ) em mais de 10 anos 
(SAWAYA et al., 2001 ).  
A similaridade da citomorfologia de NIC III e câncer invasivo são baseados 
em estudos citogenéticos que mostram constituição cromossomal similar em 
displasia severa, carcinoma in situ e carcinoma escamoso invasivo da cérvice 
(SPRIGGS et al., 1971). Há evidências que mais de um terço dos casos de NIC III 
progredirão para carcinoma invasivo se não tratado, e outros casos persistirão 
como NIC III (KINLEN & SPRIGGS, 1978; MCINDOE, et al., 1984), mas é incerto 
se o NIC III regride a graus menos severos ou ao epitélio normal sem intervenção 
terapêutica. Tem sido estabelecido que o carcinoma invasivo pode se desenvolver 
a partir de NIC I ou NIC II sem um estágio de NIC III, quando a lesão inicia em 
áreas metaplásicas imaturas infectas pelo vírus HPV (BURGHARDT, 1976; 
GROSS & BARRASSO, 1999). 
Entretanto, semelhanças epidemiológicas entre as displasias e os 
carcinomas cervicais reforçam o conceito de que se trata de estágios de um 
mesmo processo patológico.  
NASIELL e colaboradores (1983) encontraram progressão na displasia 
moderada para displasia severa ou carcinoma in situ, persistência de displasia 
moderada e regressão ao normal em 30%, 16% e 54% respectivamente. No 
acompanhamento de pacientes com citologia indicando displasia leve houve 
progressão para displasia severa, carcinoma in situ e câncer invasivo em 16%, 
persistência da displasia leve em 22% e regressão ao normal em 62% em um 
período de 39 meses (NASIELL, et al., 1986). A relação de NIC III e câncer 
invasivo deve ser na ordem de 4:1, que se correlaciona adequadamente com o 
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risco conhecido de progressão de NIC III ao carcinoma invasivo (KINLEN & 
SPRIGGS, 1978; MCINDOE, et al., 1984). 
Nos casos de NIC III, a mucosa escamosa cervical é substituída por células 
neoplásicas imaturas que se estendem no terço superior do epitélio e 
freqüentemente substitui completamente toda espessura da mucosa. A categoria 
NIC III inclui a displasia severa e o carcinoma in situ. Existem muito mais 
anormalidades celulares e nucleares no NIC III do que em graus menores de NIC, 
com maior perda de polaridade e amontoamento de células e uma tendência à 
orientação vertical do núcleo. As células e seus núcleos aumentados podem 
apresentar uma aparência monótona ou pode exibir um pleomorfismo marcante 
com ampla maturação citoplasmática, subtipando o NIC III na categoria de células 
pequenas e de células grandes não queratinizadas, respectivamente. 
Alterações nucleares incluem aumento de relação núcleo/citoplasma, 
hipercromasia, granulação densa de padrão cromatínico, espessamento de 
membrana nuclear, irregularidade do contorno nuclear e mitose, incluindo formas 
anormais e espaços vazios no núcleo (FILIPPIN, et al., 2000). O nucléolo 
encontra-se usualmente discreto. Ocasionalmente, a mucosa é substituída por 
células escamosas grandes pleomórficas com formas bizarras e queratinização 
celular individual.  
Por definição, a membrana basal está intacta no NIC III. O epitélio anormal 
estende progressivamente pela ectocérvix ou ao longo do canal endocervical. Há 
um pronunciado infiltrado celular inflamatório no estroma cervical logo abaixo da 
membrana basal. Há evidência que lesões NIC III muito extensas estão 
associadas com uma maior probabilidade de invasão (TIDBURY, et al., 1992). 
Graus menores de NIC e alterações do HPV estão usualmente, mas não 
invariavelmente, presentes em áreas adjacentes ao NIC III. 
Na cérvice uterina a presença de aneuploidia, que é a alteração do número 
de cromossomos, quando presentes em NIC está bem correlacionada ao seu 
grau, estando presente em 75% a 100% das pacientes com lesões de alto grau 
(WALSH, et al., 1995). A maioria dos tumores malignos e seus precursores 
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mostram cromossomos aneuplóides (BOLLMANN, et al., 2001). Se a aneuploidia 
do epitélio escamoso ectocervical pode predizer o desenvolvimento de uma 
anormalidade histomorfológica em lesões de alto grau, esta característica pode 
ser útil em identificar indivíduos que requerem maior atenção ou tratamento 
adicional. Além disso, se a aneuploidia fosse identificada adjacente a lesões de 
alto grau, este estado aneuplóide pode ser potencialmente importante na 
avaliação global de esfregaços cervicais de pacientes com difícil diagnóstico 
citológico (MCDERMOTT, 1997). 
A aneuploidia é um marcador de malignidade (BÖHM & 
SANDRITTER,1975). Nas neoplasias intraepiteliais cervicais, as lesões 
aneuplóides provavelmente persistem ou progridem até a malignidade, enquanto 
lesões diplóides ou poliplóides regridem (HANSELAAR et al., 1988; HANSELAAR, 
et al., 1998; FU, et al., 1981; BIBBO, et al., 1989).  
Outro indicador importante no comportamento biológico em vários tumores 
malignos é a proliferação celular e é considerada como um direcionador para a 
terapia do câncer (BROWN & GATTER, 1990). É definida como o aumento do 
número de células resultantes da complementação do ciclo celular 
(RABENHORST, et al., 1993). Na vida de uma célula existem três caminhos a 
serem seguidos: as células proliferam; permanecem vivas, sem divisão; ou 
morem por apoptose. A fração de crescimento de um tumor é determinada pelo 
número de células que estão proliferando, sendo a capacidade proliferativa 
aumentada uma das principais características das células tumorais 
(RABENHORST, et al., 1993; HOFSTÄDTER, et al., 1995). 
Para avaliar com mais profundidade a atividade proliferativa das 
neoplasias, marcadores biológicos tem sido propostos para quantificar a 
proliferação celular. Nos estudos de carcinomas epidermóides cervicais pode-se 
utilizar métodos histoquímicos na identificação das células no ciclo celular. 
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2.8 REGIÃO ORGANIZADORA DE NUCLÉOLO 
Um dos marcadores biológicos de proliferação celular é o método 
histoquímico pela técnica de AgNOR, o qual traz novas perspectivas para a 
compreensão do crescimento tumoral, com conseqüentes repercussões para o 
prognóstico e a terapêutica dessas lesões (NEVILLE et al., 1998).  
Regiões organizadoras de nucléolo (NORs) foram descritas primeiramente 
por Heintz (1931) e por McClintock (1934) (DERENZINI, 2000), como sendo as 
regiões marcadas de cromatina em torno da qual, no fim da telofase, o nucléolo é 
reformado após seu desaparecimento durante a fase mitotica da célula.  Estas 
regiões correspondem aos constituintes secundários de cromossomas da 
metafase (HOWELL, 1982).  
NORs são regiões que contêm DNA ribossomal (DNA-r) que codifica para 
RNA ribossomal (RNA-r) 18S e 28S e estão envolvidas na formação do nucléolo 
durante a intérfase (SCHIMUIADY, et al.; 1979; MURTY, et al., 1985; DOBIGNY, 
et al., 2002).  As NORs podem ser facilmente identificadas em microscópio 
convencional mediante a impregnação por prata coloidal. Um grupo peculiar das 
proteínas ácidas que são altamente argirofilicas é localizado também nos mesmos 
locais que os NORs, assim permitindo que NORs seja muito claramente 
visualizado rapidamente por procedimentos marcados pelo nitrato de prata 
(GOODPASTURE & BLOOM, 1975, OHNN, et al., 1991). Essas proteínas 
ribonucleicas ácidas são as não histonas (B23 e C23) altamente fosforiladas 
(CROKER & SKILBECK , 1987; NEWBOLD, et al, 1989; GUTIÉRREZ, 2000). 
A fosforilação da proteína C23 ocorre no nucléolo por que esta é ativada, e 
a transcrição do DNA-r torna-se possível (PLATE et al., 1992).   
NORs reside nos braços curtos dos cromossomas humanos acrocêntricos 
13, 14, 15, 21 e 22, estas áreas são os locais de hibridação de RNA-r e são de 
importância com respeito à síntese final da proteína (MURTY, et al., 1985; 
ROWLANDS, 1988; YOKOYAMA, et al., 1990; WATANABE, 1998). 
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Uma série de investigações ultraestruturais demonstrou que durante a fase 
de interfase as NORs ficam situadas nos componentes fibrilares dos nucléolos e 
representam conseqüentemente as fases interfase e metáfase (HERNANDEZ-
VERDUN, 1983, FAKAN & HERNANDEZ-VERDUZ, 1986).  Certamente, há uma 
evidência que os centros fibrilares mais o componente fibrilar denso em torno 
delas são os únicos componentes nucleolares que são marcados pelos métodos 
de prata que visualizam NORs em cromossomos da metafase e contêm genes 
ribossomais.  A identificação precisa das proteínas de AgNOR ao menos 
daquelas que são expressas mais quantitativamente durante o interfase tem sido 
obtida recentemente (ROUSSEL & HERNANDEZ-VERDUN, 1995; SIRRI, et al., 
2000).   
Portanto estas regiões organizadoras de nucléolo (NOR) são fitas de DNA 
presentes no núcleo da célula e que possuem genes de RNA ribossômico, 
organizando assim como os nucléolos. Os NORs são produzidos por proteínas 
nucleolares facilmente identificáveis pela impregnação por prata e visualizados 
em regiões secundárias dos cromossomos (EGAN, 1988; CROKER & EGAN, 
1988; SOOMRO, et al., 1991). 
Estas proteínas estão localizadas adjacentes as NORs desempenhando 
um papel de desconcentração e/ou na transcrição do RNA-r e na maturação do 
RNA-r. A proteína mais estudada é a AgNOR, por se tratar de uma proteína não 
histônica e argirofílica (LI, et al., 1995). Pela sua argirofilia, essa proteína é 
considerada como marcadora da atividade celular e do potencial de transcrição do 
RNA-ribossômico (WALKER, 1988; MATOLCSY, et al.,1992). 
As regiões organizadoras de nucléolo (NORs) são parcelas específicas do 
DNA, que, usa a enzima RNA-polymerase-1, para a transcrição do RNA-r.  Este 
RNA-r dentro dos ribossoma é responsável pela síntese da proteína na célula 
(DERVAN et al., 1989; KOBAYASHI, 1994). 
Nenhuma síntese do RNA-r ocorre na ausência de proteínas de AgNOR.  O 
número e o tamanho de NORs interfase são altamente variáveis dentro do 
nucléolos, de acordo com a atividade de transcrição do RNA-r.  A área ocupada 
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pelo NORs na interfase prata-marcado dentro do nucléolos é relacionada à área 
nucleolar total e ao nível da biogênese do ribossomo (HOWELL, 1982). 
Conseqüentemente, a avaliação pela análise de imagem da área ocupada pelo 
NORs interfase prata-marcado dentro do nucléolo permite obter a informação 
precisa no tamanho e na função nucleolar em amostras citológicas e histológicas 
rotineiras (DERENZINI, et al., 1998). 
 Em 1986, PLOTON e colaboradores, descreveram uma técnica modificada 
para a demonstração das NORs (Regiões organizadoras nucleolares) que foi 
aplicada em seções histológicas. Esta técnica ficou conhecida como AgNOR, 
onde é possível visualizar NORs, na microscopia de luz como estruturas redondas 
intranucleares de cor marrom-café . 
A técnica de AgNOR consiste em coloração pela prata das proteínas 
associadas às regiões organizadoras nucleolares (NORs), que permitem 
identificar, através de análise quantitativa e morfométrica dessas regiões a 
atividade proliferativa celular. A prata utilizada é reduzida em micronúcleos de 
prata e depositada dentro dos núcleos celulares, onde se revela à posição ativa 
da transcrição da NOR dentro dos núcleos celulares, podendo ser utilizada para 
obter informaçôes sobre a estrutura dos nucléolos e atividade nucleolar em 
condições hiperplásicas e neoplásicas (FAKAN & HERNANDEZ-VERDUN, 1986; 
WALKER, 1988; EGAN, et al., 1988 a; HANSEN & OSTERGAARD, 1990; 
MATOLCSY, et al. 1992). 
Alguns trabalhos correlacionam a análise quantitativa das NORs com a 
atividade celular, considerando-a como um bom marcador da proliferação celular, 
sendo utilizada como auxílio de diagnóstico, fornecendo a distinção entre células 
benignas e malignas, e até mesmo para a avaliação do prognóstico de várias 
entidades patológicas (SURESH, 1989; DERENZINI, et al., 1990; SHIRO, et al., 
1993; THIELE & FISCHER, 1993; KASHYAP, et al., 1998; KRUGER, et al., 2000). 
Portanto, com o uso da técnica de impregnação por prata, descrito por 
GOODPASTURE & BLOOM, (1975) e modificado por PLOTON e colaboradores 
(1986), NOR podem ser muito mais facilmente identificados.  Com a técnica de 
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AgNOR o número, o tamanho e a forma de NORs podem ser estudados em uma 
maneira rápida e simples, não somente em preparações histológicas como em 
material celular a fresco (DERENZINI & TRERE, 2001). A quantidade do depósito 
de prata em uma célula reflete a quantidade de NORs que é envolvido na síntese 
de proteína, e relacionada à capacidade proliferativa dessa célula.  O 
relacionamento exato entre a proliferação, a síntese de proteína e a expressão de 
AgNORs, é, entretanto, pouco compreendida.  Conseqüentemente, nos últimos 
anos o método de impregnação por prata (AgNOR) transformou-se em uma 
ferramenta nova entre as possibilidades diagnósticas para histologia (DERVAN et 
al., 1989; KOBAYASHI et al., 1994). 
Tal técnica é utilizada para avaliar proliferação celular, embora na realidade 
esteja medindo a síntese protéica. Quando as células estão sintetizando 
proteínas, a expressão de AgNOR no seu núcleo aumenta (VIDAL & MELLO, 
1995).  
O aumento da síntese de proteínas constitui uma das alterações que 
ocorre no processo de transformação neoplásica. No núcleo são observadas 
alterações morfológicas do nucléolo acompanhado por aumento do tamanho e 
número dos mesmos (ROBBINS & ANGEL, 1976; CROKER & MCGOVERN, 
1988a). 
Para quantificar os depósitos de prata após marcar uma célula, vários 
métodos diferentes estão sendo usados.  Em estudos mais antigos utilizou-se a 
contagem dos números de pontos de prata intranuclear, empregando-se um 
microscópio ótico.  Após a contagem de 100 células um número médio de AgNOR 
por célula poderia ser calculado.  Na maioria dos estudos este método é ainda 
usado, e AgNOR é expresso como número médio dos pontos de AgNORs por 
célula ou por núcleo. As contagens da média de AgNOR nas células com 
proliferação lenta podem estar na escala entre 0.5 e 1.5, porém há somente muito 
poucos relatos que relacionam valores normais da média de AgNOR para tipos 
diferentes de tecidos humanos.  As contagens da média de AgNOR são mais 
elevadas em tecidos de rápida proliferação (CROKER, 1990; CROKER, 1990 a). 
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Na análise, um problema principal é causado pela aglomeração de 
depósitos pequenos a um ponto maior, que é difícil e às vezes impossível de 
estabelecer o número total de pontos pequenos.  Para superar este problema a 
área de superfície total dos pontos de prata pode ser medida, e que tem a 
vantagem de ser um método automatizado computadorizado, e a análise pode ser 
executada com maior confiabilidade (WIERZCHNIEWSKA, et al., 1998). 
Contar o número de AgNORs é sujeita a variação intra e interobservador, 
que é considerado freqüentemente como uma limitação à confiabilidade dos 
resultados.  Entretanto, quando a variação do interobservador foi testada, pareceu 
que havia uma correlação positiva entre os resultados encontrados por dois 
observadores (AGARWAL, et al., 1995; JOHNSON, et al., 1995), mas o 
coeficiente de correlação era mais elevado em medir AgNOR áreas/núcleo do que 
nos números de AgNOR (TRERE, et al., 1995; LOSI, et al., 1995).  
A maioria dos estudos de AgNOR fixa o foco na diferença em contagens de 
AgNOR entre classes de tumores e de tecidos diferentes e em estágios diferentes 
de neoplasia, isto é na displasia, no carcinoma in situ ou no carcinoma invasivo 
(CARDILLO, 1992).  O estudo de AgNOR verifica a porcentagem das células do 
tumor ou do tecido que abrigue mais do que um determinado número de AgNORs 
por célula (na maior parte mais de 4), (SCHMIADY, et al., 1979; WATANABE, et 
al., 1998) este são chamados também à contagem da distribuição de AgNOR e às 
vezes o índice de proliferação de AgNOR.  Alguns estudos, correlacionando os 
resultados da média de AgNOR com a atividade proliferativa, visto que a média 
de AgNOR correlaciona com a ploidia (MOURAD, et al., 1992; MOURAD, et al., 
1993; CARBAJO, et al., 1993). 
Outro problema que pode ser levantado é quanto ao procedimento técnico, 
pelo qual pareceram ser importantes os fatores ao nível da oxi-redução e o tipo de 
gelatina usado (LINDNER, 1993).  Em um outro estudo, muitos tipos de fixadores 
foram testados; acetona, etanol, metanol, glutaraldeído de 4%, formalina de 10% 
e formol-salina de 10% (SMITH, et al., 1988 a). Nenhuma destes fixadores era 
uma limitação em adquirir uma perfeita contagem do AgNOR (ROWLANDS, et al., 
1993). Há estudos que relacionam como determinantes para a técnica os fatores 
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de temperatura, tempo de reação da coloração, fixação e visualização dos NORs 
(TRERÈ, 1994). 
Muitos investigadores consideraram o tamanho e alguns deles também a 
forma e a localização dos pontos de AgNOR. (PAPADIMITRIOU, 1991; TOSI, et 
al., 1992; CORTES-GUTIERREZ, et al., 2001). Um relacionamento inverso entre 
o número e tamanho de AgNORs é relatado freqüentemente (RUSCHOFF, et al., 
1992; RUSCHOFF, et al., 1993; CHATTOPADHYAY, 1993).  Entretanto, em 
contradição a isto um aumento no tamanho de AgNOR junto com a displasia ou 
pré-malignidade crescente é também relatado (CHIDA, et al., 1992; PEDAL, et al., 
1995; IWATA, et al., 1995).  No geral supõe-se que as células malignas mostram 
mais AgNORs por núcleo, têm pontos menores de AgNOR do que células 
benignas, mostrando um número menor de AgNORs grandes (CROCKER, 1989). 
Os pontos individuais de AgNOR se tornam menores enquanto seu número 
aumenta com a malignidade, a área total de AgNOR por célula aumenta junto 
com a malignidade (MARTIN, et al., 1992; HABERLAND, et al., 1996).   
Portanto desde fins da década 80, pesquisadores demonstram que a 
técnica de AgNOR pode ser utilizada na tentativa de diferenciar maligno de 
benigno pela alteração dos pontos NORs afetado pela proliferação celular, 
atividade de transcrição aumentada, ploidia, pelos defeitos na associação 
nucleolar e amplificação do gene (YANG, et al., 1992; LAHSHMI, et al., 1993; 
PELUSI, et al., 1997; TRERÈ, 1998; TERLIKOWSKI, et al., 1998; TRERÈ, 2000; 
WRIGHT, et al., 2004). 
Também a localização do AgNOR dentro do núcleo pode ser relacionada 
ao comportamento da célula; com a malignidade crescente os pontos de AgNORs 
movem-se de central para a periferia dentro do núcleo (PEDAL, et al., 1995; 
HABERLAND, et al., 1996).  Com a melhoria da técnica AgNOR e o uso das 
medidas computadorizadas da superfície/área dos precipitados dentro do núcleo, 
a técnica de AgNOR tornou-se muito mais reprodutível e de confiança (MARBAIX, 
et al., 1989). 
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Segundo CROCKER (1987) existem três tipos de configurações para o 
AgNOR em células normais e neoplásicas: o primeiro é comum em linfócitos e em 
células que não estão proliferando, cujos NORs são totalmente agregados de 
forma arredondada correspondente ao nucléolo; o segundo é muito freqüente em 
células que estão proliferando, cujos NORs são vistos no interior do nucléolo. O 
terceiro tipo é muito freqüente em células malignas, onde se observam pequenas 
e numerosas NORs dispersas por todo núcleo. 
Em 1990, DERENZINI e colaboradores, encontraram correlação positiva 
entre a atividade de duplicação do DNA e a quantidade de NORs das células. 
Quanto mais rápido o crescimento celular, maior a quantidade de NORs. 
Existem algumas explicações para esse maior número das NORs/núcleo 
nos tumores malignos, incluindo: a) a proliferação celular é tanto ativa que a 
dissociação nuclear está presente em muitas células e as NORs, estariam 
conseqüentemente, dispersas em toda a parte do núcleo; b) existe um defeito na 
associação nucleolar, resultando na dispersão das NORs e; c) em células 
aneuplóides pode haver um maior número de cromossomos, incluindo os que 
representam os locais das NORs (ROSA et al., 1990). 
Alem disso, o AgNOR é um método útil e de fácil execução em laboratório, 
que pode ser usado para detectar alterações celulares incipientes, sendo uma 
contribuição para um diagnóstico fácil e um conhecimento do crescimento tumoral 
(PLATE, et al., 1990; GENOVA, et al., 1991; RAY, et al., 2003). 
Atualmente a contagem do número das AgNORs tem mostrado correlação 
com marcadores proliferativos celulares, como: a contagem mitótica, a avaliação 
da síntese de DNA, a detecção de antígenos proliferativos celulares: Ki-67, 
antígeno nuclear proliferativo (PCNA) e ainda tem sido usada como método na 
análise da proliferação celular (TRERÈ, 1993; JELEN, et al., 2002). 
 Para a determinação do câncer de colo de útero, o uso das técnicas atuais, 
como o teste de Papanicolaou, apesar de serem subjetivos e confiáveis, 
apresentam baixos índices de reprodutibilidade. Os testes moleculares, quando 
 35
apresentam resultados positivos para tipos virais altamente oncogênicos, não 
determinam necessariamente o desenvolvimento de uma displasia, sendo 
necessários vários outros fatores concomitantes. Portanto, novas técnicas de 
análises preditivas, confiáveis e reprodutíveis devem ser admitidas.   
Uma dessas técnicas é a de AgNOR, que além de ser de fácil execução e 
baixo custo, e representativa da atividade celular, obtém-se parâmetros objetivos 
que quantificam o mensurando, ou seja, a atividade celular, permitindo definições 
lógicas.  
Portanto, considerando a importância de um diagnóstico mais objetivo para 
agilizar os procedimentos terapêuticos, a proposta desse trabalho foi avaliar as 
técnicas tradicionais de coloração e analisar a técnica de AgNOR, evitando assim 
a utilização de técnicas mais invasivas e tratamentos inadequados.  
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3 -  OBJETIVO 
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3.1 OBJETIVO GERAL 
o Avaliar a Técnica de AgNOR aplicada em esfregaços citológicos como 
parâmetro complementar no diagnóstico de lesões do epitélio cervical 
uterino. 
 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
o Analisar a associação entre a Técnica de AgNOR e Diagnóstico 
Citológico de lesões do epitélio cervical uterino conforme as 
Classificações de Richart, 1967 e Bethesda, 2001; com o Diagnóstico 
Colposcópico do colo uterino conforme Classificação proposta pela 
Federação Internacional de Patologia Cervical e Colposcopia; e, com o 
Diagnóstico Histológico do epitélio cervical uterino conforme a 
Classificação de Richart, 1967; 
o Verificar a variação do número e área de AgNOR entre os diferentes 
graus de lesão de acordo com diagnóstico citológico, colposcópico e 
histológico; 
o Avaliar o desempenho das Técnicas de Coloração de Papanicolaou e 
Shorr utilizadas no Diagnóstico Citológico das lesões do epitélio cervical 
uterino. 
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4 - METODOLOGIA 
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4.1 APROVAÇÃO NA COMISSÃO DE ÉTICA 
Esta dissertação é resultado do projeto “Estudos citomorfológicos de lesões 
do colo uterino – análise comparativa de diversas metodologias”, que foi 
submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos da Maternidade 
Carmela Dutra, tendo sido aprovado em 06 de junho de 2003; e ao Comitê de 
Ética em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Santa 
Catarina, aprovado em 29 de setembro de 2003. 
 
4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 
Este estudo foi prospectivo em humanos com procedimentos experimentais 
in vitro com amostras de raspado celular de colo uterino.  
Neste estudo, foram realizadas coletas de material cervical uterino de 
pacientes atendidas no Serviço de Residência Médica de Patologia Cervical da 
Maternidade Carmela Dutra. Optou-se por realizar o estudo neste serviço por ser 
um Centro de Referência do Estado de Santa Catarina em assistência de 
Patologia Cervical.  A rotina assistencial deste Serviço mantém atendimento em 
ginecologia e recebe pacientes que foram encaminhadas de outros serviços 
públicos e particulares. 
As pacientes foram primeiramente esclarecidas quanto ao objetivo da 
pesquisa, forma de condução (sigilo e privacidade), os métodos aplicados e os 
benefícios que o projeto poderia trazer. Após os esclarecimentos, as pacientes 
foram convidadas a participar da pesquisa, e, havendo interesse, foi obtido seu 
consentimento por escrito.   
Durante o atendimento médico, foram catalogados o resultado da 
colposcopia e coletada amostra de material cervical com auxílio da espátula de 
Ayre.  Foi confeccionado esfregaço em três lâminas que foram imersas 
imediatamente em álcool 96°GL e encaminhadas ao laboratório onde foram 
submetidas à rotina de coloração por AgNOR, Papanicolaou e Shorr, 
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unitariamente. Quando considerado necessário foi coletado material para biópsia 
e encaminhado ao laboratório conveniado. 
 
4.2.1 GRUPO CONTROLE 
 Foram considerados grupos controle neste estudo: Pacientes submetidas a 
exames de rotina, com resultado clínico, colposcópico e histológico normal. 
Pacientes com resultado citológico normal ou inflamatório discreto com alterações 
reativas discretas, presença de agentes da flora vaginal normal e discreto 
infiltrado inflamatório; portanto, pacientes classificadas como NILM - Negativa 
para lesão intraepitelial ou neoplasia maligna. 
 
4.2.2 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO 
 Na seleção foram incluídas pacientes que apresentavam histórico de 
exame anterior alterado, entre estes foram considerados: exame especular, 
colposcópico, história de infecção pelo Papiloma Vírus Humano, exame citológico 
prévio e histológico. 
Um segundo critério de seleção foi a adequação da qualidade dos 
esfregaços, cujas lâminas deveriam conter no mínimo 100 células viáveis, com 
características citológicas suficientes para que pudessem ser classificadas.  
Outro critério de seleção foi em relação ao exame colposcópico que 
deveria ser satisfatório.  
 
4.2.3 CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO 
 Foram excluídas desta pesquisa as pacientes menores de 18 anos, 
gestantes, e em tratamento ginecológico (quimioterapia, radioterapia, 
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cauterização, cirurgia e tratamento local com ácido tricloroacético (TCA), e outros 
medicamentos). 
Um segundo critério de exclusão foram as pacientes que tiveram colposcopia 
insatisfatória e esfregaços que apresentavam número escasso de células viáveis. 
Os esfregaços contendo células metaplásicas foram agrupados separadamente, 
para análise estatística, por considerar que uma célula em transformação pode 
apresentar uma atividade celular alterada. 
 
4.3 AVALIAÇÃO COLPOSCÓPICA 
A avaliação colposcópica foi realizada durante a consulta por um 
profissional médico treinado capaz de reconhecer as lesões do epitélio e os vasos 
sangüíneos.  
O colo uterino e a vulva foram observados com aumento, iluminação e 
filtros que permitissem determinar as características do epitélio e dos vasos 
subjacentes.  Primeiramente o colo e o canal cervical foram limpos com gaze 
umedecida com solução salina, para eliminar o excesso de muco existente, após 
este procedimento o colo e a vulva foram observados. Em seguida foi aplicada 
sobre o colo com auxílio de uma gaze solução de ácido-acético a 2%, e 
observada toda região buscando-se áreas reagentes. Posteriormente foi aplicado 
azul–de-toluidina com gaze procurando visualizar os vasos sangüineos, 
observando-se as regiões com auxílio de filtros. Ao final da colposcopia foi 
aplicada no colo e vagina solução de iodo a 2% com gaze embebida nesta 
solução, onde foram verificadas as áreas claras não coradas pelo iodo (SINGER 
& MONAGHAN, 2002). O resultado do exame foi anexado ao prontuário da 
paciente.  
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4.4 ANÁLISE DAS AMOSTRAS 
4.4.1 ANÁLISE HISTOLÓGICA 
 As amostras destinadas às análises histológicas foram processadas em 
laboratório conveniado com a Maternidade Carmela Dutra. Os resultados foram 
coletados através da verificação do prontuário médico das pacientes selecionadas 
para o trabalho. 
 
4.4.1.1 COLORAÇÃO DE HE 
 As amostras histológicas foram emblocadas, realizados cortes de 5 µm nos 
blocos celulares e posteriormente coradas pelo método HE (hematoxilina-eosina). 
 Para a coloração de HE são usados os corantes de Hematoxina de Harris e 
Eosina Y amarela.  
 
4.4.2 ANÁLISE CITOLÓGICA 
4.4.2.1 PREPARAÇÃO DAS LÂMINAS 
Neste protocolo, foram utilizadas lâminas de microscopia com extremidade 
fosca previamente lavadas em água e sabão neutro e imersas por 1 hora em 
solução alcoólica de ácido clorídrico a 38%, em proporção de 4:1 e lavadas 
novamente em água destilada e secas ao ar. As lâminas foram utilizadas na 
coleta de material cervical.  
O material foi coletado com o auxílio de espátula própria para este 
procedimento, espátula de Ayre, realizado esfregaço na superfície da lâmina que 
foi imersa imediatamente em álcool 96º GL e colocado em frasco com tampa de 
rosca. 
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4.4.3 PREPARAÇÃO DOS REAGENTES PARA COLORAÇÃO 
 Os reagentes para as três técnicas empregadas, Papanicolaou, Shorr e 
AgNOR foram preparados no laboratório de Citologia Clínica da Universidade 
Federal de Santa Catarina. 
 
4.4.3.1 REAGENTES UTILIZADOS NA COLORAÇÃO DE AgNOR 
 Utilizou-se solução aquosa de gelatina (solução coloidal) preparada com 
dissolução de 0,5g de gelatina e 25ml de água deionizada, em meio aquecido e 
depois de resfriada acrescentou-se 0,25ml de ácido fórmico (SIGMA) a 1% em 
água deionizada (solução reveladora). 
 Solução de nitrato de prata foi preparada pela dissolução de 1g de cristais 
de nitrato de prata (MERCK) em 2ml água ultra pura, filtrada e acondicionada em 
frasco escuro, para evitar a oxidação do nitrato de prata. A preparação deve 
ocorrer no momento da coloração. 
 As duas soluções foram utilizadas na proporção de 1:2 respectivamente no 
momento da coloração. 
 
4.4.3.2 REAGENTES UTILIZADOS NA COLORAÇÃO DE 
PAPANICOLAOU 
 Para a coloração de Papanicolaou utilizaram-se três corantes: Hematoxilina 
de Harris , Orange G e Eosina 50. 
 Hematoxilina de Harris: 
 - 5g de hematoxilina (SIGMA); 
- 20g de sulfato de alumínio e potássio (SIGMA); 
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- 2,5g de óxido vermelho escuro (SIGMA). 
Preparou-se solução alcoólica com 5g de hematoxilina em 50ml de álcool a 
95%, (solução mãe). 
 Em seguida dissolveu-se 20g de sulfato de alumínio e potássio em 200 ml 
de água deionizada aquecida, e adicionar à solução mãe e novamente aquecer a 
± 90° C em placa de aquecimento.  
Adicionou-se lentamente 2,5g de óxido de mercúrio vermelho e em 
seguida 200 ml de água deionizada. Ferver novamente e resfriar imediatamente 
em recipiente com gelo. 
Acrescentou-se o restante da água deionizada q.s.p. 1 litro. Filtrou-se todo 
o volume em gaze. Colocou-se em frasco âmbar e deixamos a solução maturar. 
Orange G: 
- 5g de orange G (SIGMA); 
- 0,15g de ácido fosfotungstico (SIGMA); 
Preparou-se uma solução alcoólica dissolvendo 5g de orange G em 950ml 
de álcool 95%.  Dissolveram-se separadamente 0,15g de ácido fosfotúngstico em 
50ml de água deionizada.  Misturaram-se as duas soluções, agitou-se e aqueceu-
se lentamente em placa aquecida. Filtrou-se em papel de filtro e acondicionar em 
frasco âmbar. 
Eosina 50 
- 2,5g de eosina (SIGMA); 
- 0,5g de bismarck brown (SIGMA); 
- 2g de light green (SIGMA). 
Dissolveram-se 2,5g de eosina em 25ml de água deionizada formando uma 
solução a 10% e adicionar 500ml de álcool absoluto pró-análise (PA). Reservar. 
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Preparou-se solução aquosa a 10%, dissolvendo 0,5g de bismarck brown 
em 5ml de água deionizada. Acrescentou-se 100ml de álcool absoluto PA. 
Reservar. 
Preparou-se solução aquosa de light green dissolvendo 2g do sal em 20ml 
de água deionizada, aquecer levemente. Acrescentou-se 500ml de álcool 
absoluto PA. Reservar. 
Misturou-se 450ml da solução de eosina, 100ml da solução de bismarck 
brown e 20ml da solução de light green, homogeneizar e filtrar em gaze. 
Acondicionou-se em frasco âmbar bem vedado. 
 
4.4.3.3 REAGENTES UTILIZADOS NA COLORAÇÃO DE SHORR 
 Para a preparação da coloração de Shorr utilizou-se o corante 
Hematoxilina de Harris anteriormente descrito e o corante de Shorr propriamente 
dito: 
- 0,5g de escarlate de biebrich (SIGMA); 
- 0,25g de orange G (SIGMA); 
- 0,075 de verde rápido FCF (SIGMA); 
- 0,5g de ácido fosfotungstico (SIGMA); 
- 0,5g de ácido fosfomolíbdico (SIGMA); 
- 1ml de ácido acético glacial (SIGMA). 
Todos os sais foram misturados em 100ml de álcool a 50° GL, acrescido do 
ácido acético glacial, homogeneizou-se e aqueceu-se levemente até dissolução 
em placa aquecida. Deixou-se esfriar e filtrou-se em gaze. Armazenar em frasco 
âmbar bem vedado. 
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4.4.4 TÉCNICAS DE COLORAÇÃO EMPREGADAS 
4.4.4.1 COLORAÇÃO DE AGNOR 
Retiraram-se as lâminas com material cervical do frasco, e deixou-se secar ao ar.  
Preparo dos reagentes: 
Neste protocolo utilizou-se solução aquosa de gelatina a 2% com ácido 
fórmico 1% e, solução aquosa de nitrato de prata a 50%, a ser preparada no 
momento da coloração e acondicionada ao abrigo da luz.  A seguir, foram 
adicionadas ao esfregaço gotas das soluções na proporção de 1:2 
respectivamente, até cobrir o esfregaço. Em seguida, as lâminas foram colocadas 
em banho-maria a 62ºC por 7 minutos, sobre suporte de maneira que não 
tocassem a água; até obtenção de coloração marrom-dourado na superfície do 
esfregaço. As lâminas foram enxaguadas em água destilada e seca ao ar. Depois 
de coradas as lâminas permaneceram ao abrigo da luz até o momento da 
microscopia (HOWELL & BLACK, 1980). 
 
4.4.4.2 COLORAÇÃO DE PAPANICOLAOU 
As lâminas com material cervical foram retiradas do frasco e colocadas em 
berço próprio para coloração em cubas de vidro. As lâminas com material fixado 
em álcool passaram por um processo de hidratação em concentrações alcoólicas 
decrescentes, 96%, 80%, 70% e 50%. As lâminas foram mergulhadas 10 vezes 
em cada solução alcoólica. Em seguida foram colocadas em cubas com corante 
de hematoxilina de Harris, por 2 minutos e 30 segundos, coloração dos núcleos, 
lavadas em álcool 96% por 2 vezes durante 2 e 3 minutos respectivamente.  Em 
seguidas, foram colocadas em cubas com corante orange G por 12 segundos, 
coloração dos nucléolos, queratina e glicogênio. Foram lavadas novamente em 
álcool 96% por 2 vezes durante 2 e 3 minutos respectivamente. Em seguida, 
foram colocadas em cubas com corante EA 50 por 1 minuto, coloração do 
citoplasma, novamente repetiu-se o processo de lavagem em álcool em 2 etapas 
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durante 2 e 3 minutos respectivamente. Posteriormente foram desidratadas em 
álcool absoluto por 3 minutos, clarificadas em xilol por 2 minutos e, fixadas e 
montadas com Entelan (GOMPEL & KOSS, 1997). 
 
4.4.4.3 COLORAÇÃO DE SHORR 
As lâminas com material cervical foram retiradas do frasco e colocadas em 
berço próprio para coloração em cubas de vidro. As lâminas foram coradas por 
hematoxilina de Harris por 30 segundos, lavadas em água corrente por 5 minutos 
e coradas em solução corante de Shorr por 1 minuto, colocando o berço em 
cubas com o corante. As lâminas foram lavadas novamente em água corrente até 
clarear sua superfície. Desidratadas em álcool em concentrações crescentes de 
70% e 95 % por 30 segundo cada etapa. O berço foi colocado em cubas com 
álcool absoluto para completa desidratação por 30 segundo.  Clarificou-se em xilol 
por 1 minuto, fixou-se e montou-se com Entelan (GOMPEL & KOSS, 1997). 
Todos os esfregaços corados pela técnica de Papanicolaou e Shorr foram 
avaliados minuciosamente por microscopia ótica comum em aumentos de 100 X e 
400 X. Nos esfregaços corados pela técnica de AgNOR  foram contadas 100 
células em objetiva de imersão, e analisados seus núcleos. Foi realizada análise 
computadorizada dos esfregaços corados pela técnica de AgNOR. 
 
4.4.5 AQUISIÇÃO DAS IMAGENS 
A aquisição das imagens foi executada utilizando-se Sofware Image Pro 
Plus 4.0. 
As células selecionadas foram digitalizadas através de um sistema 
composto por fotomicroscópio óptico Olympus BX41 com iluminação halógena, 
que inclui: uma objetiva de imersão Plan 100X com 1,25 de abertura numérica; 
um adaptador para câmera de vídeo Olympus U-PMTVC com uma fotocular PE 
 48
3,3 x 125 Olympus (determinando um aumento visual de 330 vezes em 
combinação com a objetiva), conectado a uma câmera de vídeo digital color CCD 
Sony Exwave HAD, modelo SCC-DC54A. Esta câmera apresenta alta 
sensibilidade (mínimo de 0.8 Lux de iluminação), resolução de até 752 (horizontal) 
X 582 (vertical) linhas, e relação sinal/ruído do vídeo de 50dB ou mais. A imagem 
foi transmitida a um computador Pentium III 750MHz com 128MB de memória 
RAM, através de uma placa de vídeo PROLINK, para slot PCI, modelo PV-
BT878P. O sistema de saída possui um monitor de vídeo 15’, de tecnologia CRT 
(Cathode Ray Tubes), capaz de exibir as imagens com resolução de até 1.024 x 
768 pixels e 32 bits de cores distintas. Para o armazenamento das imagens foram 
disponibilizados 20 GB de memória de massa. As lâminas coradas pelo método 
de AgNOR foram analisadas utilizando-se a objetiva de 100X. O processamento 
da imagem foi iniciado com seu congelamento no monitor, e em seguida 
capturada e gravada para posterior análise no programa Sacci, Scion Image. 
Imagens de boa qualidade refletem um instrumento importante em 
morfologia, com potencial a ser usado para definir casos de difícil discernimento 
pela citologia, histologia e colposcopia. 
 
4.4.5.1 SELEÇÃO DAS CÉLULAS 
 Para cada lâmina corada pela técnica de AgNOR foram analisadas 25 
células escamosas representativas da área de lesão, células com alterações 
citológicas e selecionados seus núcleos. 
 
4.4.5.2 ANÁLISE DAS IMAGENS 
 
            Em parceria com a empresa Harbor de software de informática foi 
desenvolvido um programa de análise de imagens de acordo com as 
necessidades de nosso estudo.  
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Para as análises, os núcleos extraídos das imagens digitalizadas foram 
marcados, onde o sistema operacional Scion Image e o programa Sacci 
forneceram os seguintes dados: morfométricos – descrevendo o tamanho e forma 
dos núcleos; contagem dos pontos de AgNOR por núcleo; e a percentagem da 
relação área de AgNOR/tamanho do núcleo. 
 
4.5 CRITÉRIOS DE ANÁLISE MORFOLÓGICA E 
CLASSIFICAÇÕES ADOTADAS 
 Critérios morfológicos pré-estabelecidos foram determinados para 
análise citológica pela coloração de Papanicolaou e Shorr, e analisados 
unitariamente. Os critérios foram aqueles descritos por Gompel e Koss (1997) e 
adaptados por FILIPPIN, et al., 2000 com algumas modificações. 
 Alteração da relação núcleo/citoplasma 
 Hipercromasia 
 Irregularidade da membrana nuclear 
 Espessamento da membrana nuclear 
 Irregularidade da cromatina 
 Presença de nucléolo 
 Alterações coilocitóticas 
  
Para o diagnóstico citológico foi adotada a Classificação de Richard, 1967 
e complementada com a Classificação de Bethesda 2001, com algumas 
modificações, descritas a seguir. Foram estabelecidos os seguintes graus de 
lesão: 
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Normal = citologia normal e/ou com discretos sinais de inflação; HPV = Citologia 
com alterações citopáticas do HPV, presença de coilócito e/ou no mínimo cinco 
critérios secundários do HPV, com ausência dos critérios referidos para displasia; 
ASCUS; NIC I; NIC II; NIC III; carcinoma escamoso invasivo. 
 
4.6 ESTATÍSTICA 
Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente empregando-se o 
programa INSTAT-2. A verificação dos níveis de significância foi por meio do teste 
não-paramétrico de Mann-Withney, onde foi considerado significativo quando p < 
0,05.  
A análise da correlação foi verificada com o teste não-paramétrico de 
Sperman r, onde r > 0,80 foi considerado como bom índice de correlação. 
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 5 - RESULTADOS 
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5.1 DISTRIBUIÇÃO DE CASOS DE ACORDO COM O 
DIAGNÓSTICO CITOLÓGICO 
 
 
 Foram estudadas 85 pacientes na faixa etária de 18 a 65 anos de idade, 
avaliadas pelo especialista em Patologia Cervical e submetidas aos exames de 
colposcopia, coleta para exame citológico e coleta de fragmento de colo uterino 
para realização de exame histológico. A distribuição da avaliação citológica, de 
acordo com a classificação de Richart complementada pelo Sistema Bethesda, 
está apresentada na Figura 3. 
 
Figura 3. Freqüência de cada quadro citológico entre as lâminas de material cervical 
uterino analisado (n = 85 casos). 
 
5.2 RESULTADOS DA AVALIAÇÃO DOS CRITÉRIOS 
MORFOLÓGICOS 
 
 Os critérios morfológicos pré-estabelecidos foram analisados pelas 
técnicas de Papanicolaou e Shorr em aumento de 100 e 400 X, unitariamente e 
relacionados com o diagnóstico citológico. 
 
 
HPV - 10
ASCUS 14
CA INVASIVO 
4
NIC I  - 17
NIC II - 11
NIC III - 13
NORMAL 16
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CRITÉRIO PAPANICOLAOU SHORR 
Alteração da relação núcleo/citoplasma + + 
Hipercromasia + ++ 
Irregularidade da membrana nuclear + ++ 
Espessamento da membrana nuclear ++ +++ 
Irregularidade da cromatina com formação 
de grumos 
++ +++ 
Presença de nucléolo ++ +++ 
Alterações coilocitóticas + + 
Tabela 2: Comparação do desempenho da técnica de coloração de Papanicolaou e Shorr 
através de critérios morfológicos pré-estabelecido. 
 
Como observado os dados da tabela 2, as lâminas de material cervical 
uterino foram analisadas através das duas técnicas de coloração: Papanicolaou e 
Shorr. Verificou-se que alguns dos critérios principais para avaliação de 
malignidade como a alteração da cromatina com formação de grumos, presença 
de nucléolo, alterações de membrana nuclear e hipercromasia foram mais 
evidentes na coloração de Shorr; enquanto que em outros critérios, não menos 
importantes, como alteração da relação núcleo/citoplasma e a presença de 
coilócitos não foram observadas variações (Figuras: 4, 5, 6 e 7).  No entanto não 
houve discrepância no diagnóstico citológico final. Portanto a técnica de Shorr 
pode ser utilizada para o diagnóstico citológico. Para este estudo optou-se pela 
utilização das duas técnicas de coloração. 
      
 
Figura 4:Fotomicrografia de esfregaço citológico      Figura 5:Fotomicrografia de esfregaço 
citológico de material cervical uterino. Inflamatório.  de material cervical uterino. Inflamatório.  
Coloração de Papanicolaou. (400x)                           Coloração de Shoor. (400x) 
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Figura 6:Fotomicrografia de esfregaço citológico       Figura 7:Fotomicrografia de esfregaço citológico de 
material cervical uterino. HSIL-NIC II.                         de material cervical uterino. HSIL-NIC II.Coloração 
de Papanicolaou. (400x)                                                   Coloração de Shoor. (400x) 
 
 
5.3 ASPECTOS MORFOLÓGICOS DA COLORAÇÃO DE AgNOR 
NAS DIFERENTES CLASSIFICAÇÕES CITOLÓGICAS 
 
Com a técnica de coloração de AgNOR as células apresentam coloração 
amarelada com núcleos em castanho e os NORs observados com microscópio 
comum e objetiva de imersão, como estruturas pequenas e irregulares 
intranucleares de cor marrom-café a negro. Os pontos NORs, seu número, 
tamanho, forma e localização variam com a gravidade da lesão; onde observa-se 
pontos ligeiramente centrais, arredondados, em quantidade de até quatro e 
menores que o nucléolo em células normais. Entretanto em células onde se 
observam alterações morfológicas de pré-malignidade e malignidade os pontos 
variam em número, tamanho, forma e localização no interior do núcleo (Figuras 9, 
11,13,15,17,19 e 21).  
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Figura 8: Fotomicrografia de esfregaço citológico de material cervical uterino. 
Inflamatório.   Coloração de Shorr. (400x). 
 
 
Figura 9: Fotomicrografia de esfregaço citológico de material cervical uterino. 
Inflamatório.  Técnica de AgNOR. (1000x). 
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Figura 10: Fotomicrografia de esfregaço citológico de material cervical uterino. HPV.   
Coloração de Shorr. (400x). 
 
 
Figura 11: Fotomicrografia de esfregaço citológico de material cervical uterino. HPV.   
Técnica de AgNOR. (1000x). 
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Figura 12: Fotomicrografia de esfregaço citológico de material cervical uterino. ASCUS.   
Coloração de Shorr. (400x). 
 
 
Figura 13: Fotomicrografia de esfregaço citológico de material cervical uterino. ASCUS.   
Técnica de AgNOR. (1000x). 
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Figura 14: Fotomicrografia de esfregaço citológico de material cervical uterino. LSIL – NIC 
I. Coloração de Shoor. (400x). 
 
 
Figura 15: Fotomicrografia de esfregaço citológico de material cervical uterino. LSIL - NIC 
I. Técnica de AgNOR. (1000x). 
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Figura 16: Fotomicrografia de esfregaço citológico de material cervical uterino. HSIL – 
NIC II.   Coloração de Shoor. (400x). 
 
 
 
Figura 17: Fotomicrografia de esfregaço citológico de material cervical uterino. HSIL – 
NIC II.   Técnica de AgNOR. (1000x). 
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Figura 18: Fotomicrografia de esfregaço citológico de material cervical uterino. HSIL – 
NIC III.   Coloração de Shoor. (400x). 
 
 
Figura 19: Fotomicrografia de esfregaço citológico de material cervical uterino. HSIL – 
NIC III.   Técnica de AgNOR. (1000x). 
 61
 
Figura 20: Fotomicrografia de esfregaço citológico de material cervical uterino. Carcinoma 
escamoso invasivo.   Coloração de Shoor. (400x). 
 
 
Figura 21: Fotomicrografia de esfregaço citológico de material cervical uterino. Carcinoma 
escamoso invasivo.   Técnica de AgNOR. (1000x). 
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5.4 ASSOCIAÇÃO DA TÉCNICA DE AgNOR E DIAGNÓSTICO 
CITOLÓGICO 
 
 As lâminas foram analisadas segundo número e valores relativos de área 
de AgNOR e agrupadas de acordo com a classificação do Diagnóstico Citológico.  
 
5.4.1 CORRELAÇÃO ENTRE NÚMERO DE AgNOR E 
RESULTADOS CITOLÓGICOS 
 
Apresenta-se na figura 22 os resultados obtidos através da média do 
número de AgNORs em relação à classificação citológica. Observa-se uma 
tendência crescente do número de pontos conforme a gravidade da lesão, 
mostrando acentuado índice de correlação entre a Técnica de AgNOR e 
Diagnóstico Citológico (Coeficiente de Spearman r: 0,8468). 
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Figura 22: Curva da média do número dos pontos de AgNOR nos diferentes graus de 
lesão conforme classificação de Richart e Sistema Bethesda, valor de n=85. O resultado 
da análise estatística pelo Coeficiente de Spearman r: 0,8468. 
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5.4.2 CORRELAÇÃO ENTRE VALORES DE ÁREA DE AgNOR E 
RESULTADOS CITOLÓGICOS 
 
Verifica-se na figura 23 os resultados obtidos através da média dos valores 
de área de AgNORs em relação à classificação citológica. Observa-se uma 
tendência crescente da relação área/núcleo conforme a gravidade da lesão, 
mostrando bom índice de correlação entre a Técnica de AgNOR e  o Diagnóstico 
Citológico (Coeficiente de Spearman r: 0,7596). 
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Figura 23: Curva da média dos valores de área dos pontos de AgNOR nos diferentes 
graus de lesão conforme classificação de Richart e Sistema Bethesda, valor de n=82. O 
resultado da análise estatística pelo Coeficiente de Spearman r: 0,7596. 
 
 
5.4.3 DISPERSÃO DOS VALORES DE NÚMERO E ÁREA DE 
AgNOR E RESULTADOS CITOLÓGICOS 
 
 Na figura 24 verifica-se a dispersão do resultado de número de AgNOR e  
valor de área/núcleo de AgNOR em cada classificação citológica. Observa-se em 
alguns diagnósticos citológicos como NIC I (D), NIC II (E) e câncer invasivo (G) 
uma linearidade de pontos. A mesma linearidade não se observa em relação aos 
diagnósticos: inflamatório (A), HPV (B), ASCUS (C) e NIC III (F), onde os pontos 
apresentam-se relativamente dispersos. Este fato demonstra que a Técnica de 
AgNOR pode ser útil na diferenciação entre diagnósticos citológicos, 
inflamatórios, NIC I e NIC II. 
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Figura 24: Dispersão do número e dos valores relativos de área de AgNOR em cada 
classificação citológica.  
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5.5 ASSOCIAÇÃO DA TÉCNICA DE AgNOR E DIAGNÓSTICO 
COLPOSCÓPIC0 
 
As lâminas foram reagrupadas de acordo com o diagnóstico especular e 
colposcópico. A classificação utilizada na avaliação dos aspectos colposcópicos 
foi à classificação formulada pela Federação Internacional de Patologia Cervical e 
Colposcopia (IFCPC), reunida em Roma em maio de 1990. 
 
5.5.1 CORRELAÇÃO ENTRE NÚMERO DE AgNOR E 
RESULTADOS COLPOSCÓPICOS 
 
Na figura 25 são apresentados os resultados obtidos através da média do 
número de AgNORs em relação à classificação colposcópica. Novamente, 
observa-se uma tendência crescente do número de pontos conforme a gravidade 
da lesão, mostrando razoável índice de correlação entre a Técnica de AgNOR e 
Diagnóstico Colposcópico (Coeficiente de Spearman r: 0,6993). 
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Figura 25: Curva da média do número dos pontos de AgNOR nos diferentes graus de 
lesão conforme avaliação colposcópica de acordo com a IFCPC, valor de n=74. O 
resultado da análise estatística pelo Coeficiente de Spearman r: 0,6993.  
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5.5.2 CORRELAÇÃO ENTRE VALORES DE ÁREA DE AGNOR E 
RESULTADOS COLPOSCÓPICOS 
 
Apresenta-se na figura 26 os resultados obtidos através da média dos 
valores de área de AgNORs em relação à classificação colposcópica. Assim como 
na associação da figura número 23 observa-se uma tendência crescente da 
relação área/núcleo conforme a gravidade da lesão, mostrando razoável índice de 
correlação entre a Técnica de AgNOR e Diagnóstico Colposcópico (Coeficiente de 
Spearman r: 0,6207). 
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Figura 26: Curva da média dos valores de área dos pontos de AgNOR nos diferentes 
graus de lesão conforme avaliação colposcópica pela IFCPC, valor de n=70. O resultado 
da análise estatística pelo Coeficiente de Spearman r: 0,6207.  
 
 
5.5.3 DISPERSÃO DOS VALORES DE NÚMERO E ÁREA DE 
AgNOR E RESULTADOS COLPOSCÓPICOS 
 
 Observa-se na figura 27 os resultados obtidos pela dispersão dos números 
de AgNOR dos valores relativos de área de AgNORs em cada classificação 
colposcópica. Verifica-se em alguns diagnósticos colposcópicos como áreas 
aceto-brancas (B), mosaico (D) e vasos atípicos (E) uma linearidade de pontos. A 
mesma observação não pode ser feita em relação aos diagnósticos: normal (A), e 
pontilhado (C), onde os pontos apresentam-se relativamente dispersos. Este fato 
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demonstra que a Técnica de AgNOR pode ser útil na diferenciação de pacientes 
com lesões aceto-brancas e mosaico bem como em presença de vasos atípicos. 
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Figura 27: Dispersão do número e dos valores relativos de área de AgNOR em cada 
classificação colposcópica. 
 
 
5.6 ASSOCIAÇÃO DA TÉCNICA DE AgNOR E DIAGNÓSTICO 
HISTOLÓGICA 
 
As lâminas foram novamente reagrupadas conforme os resultados 
histológicos do material de biópsia coletado durante o exame médico. O exame 
histológico foi classificado de acordo com a classificação de Richart, 1967. 
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5.6.1 CORRELAÇÃO ENTRE NÚMERO DE AgNOR E 
RESULTADOS    HISTOLÓGICOS 
 
Na figura 28 são apresentados os resultados obtidos através da média do 
número de AgNORs em relação à classificação histológica. Nesta associação 
também se observa uma tendência crescente do número de pontos conforme a 
gravidade da lesão, mostrando acentuado índice de correlação entre a Técnica de 
AgNOR e Diagnóstico Histológico (Coeficiente de Spearman r: 0,8441). 
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Figura 28: Curva da média do número dos pontos de AgNOR nos diferentes graus de 
lesão conforme avaliação histológica, valor de n=48. O resultado da análise estatística 
pelo Coeficiente de Spearman r: 0,8441. 
 
 
5.6.2 CORRELAÇÃO ENTRE VALORES DE ÁREA DE AgNOR E 
RESULTADOS HISTOLÓGICOS 
 
Apresenta-se na figura 29 os resultados obtidos através da média dos 
valores de área de AgNORs em relação à classificação histológica. Verifica-se 
uma tendência crescente da relação área/núcleo conforme a gravidade da lesão, 
mostrando razoável índice de correlação entre a Técnica de AgNOR e 
Diagnóstico Histológico (Coeficiente de Spearman r: 0,6732).  
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Figura 29: Curva da média dos valores de área dos pontos de AgNOR nos diferentes 
graus de lesão conforme avaliação histopatológica, valor de n=47. O resultado da análise 
estatística pelo Coeficiente de Spearman r: 0,6732.  
 
 
5.6.3 DISPERSÃO DOS VALORES DE NÚMERO E ÁREA DE 
AgNOR E RESULTADOS HISTOLÓGICOS 
 
 Apresenta-se na figura 30 os resultados obtidos pela dispersão dos 
números de AgNOR dos valores relativos de área de AgNORs em relação à 
classificação histológica. Observa-se em alguns diagnósticos histológicos como 
NIC I (B), NIC II (C) e NIC III (D) uma linearidade de pontos. A mesma observação 
não pode ser feita em relação ao diagnóstico HPV (A) onde os pontos 
apresentam-se relativamente dispersos. Este fato demonstra que a Técnica de 
AgNOR pode ser útil na diferenciação de pacientes com lesões displásicas. 
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Figura 30: Dispersão do número e dos valores relativos de área de AgNOR em cada 
classificação histológica. 
 
5.7 AVALIAÇÃO DA ALTERAÇÃO DA FORMA DO AgNOR 
 
A figura 31 mostra uma tendência crescente da alteração da forma 
conforme a gravidade da lesão. Nos esfregaços classificados como normais e 
inflamatórios observou-se que os AgNORs apresentaram-se de forma 
arredondada e naqueles com resultados positivos a partir de ASCUS mostraram 
alterações apresentando-se de forma espiculada (figuras 15, 17,19 e 21).  
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Figura 31: Percentagem de esfregaços com presença de formas espiculadas nos 
diferentes diagnósticos citológicos. 
 
 
5.8 ÍNDICE DE VARIAÇÃO DO NÚMERO DE AGNOR NAS 
DIFERENTES CLASSIFICAÇÕES CITOLÓGICAS 
Todos os casos estudados pelo método de AgNOR, tiveram seus pontos 
contados e medidos a sua área em relação ao tamanho do núcleo e foram 
analisados estatisticamente entre os diferentes graus de lesão pelo Teste não 
paramétrico de Mann-Whitney, obtendo-se os dados a seguir:
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Tabela 3. Número de AgNOR em células escamosas do colo uterino, de acordo com o grau de lesão Segundo a Classificação de 
Richart e Sistema Bethesda estabelecidos em Citologia Cérvico Vaginal. Valores de “p”: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) e p < 0,001 
(***). 
 
 
Tabela 4. Valores de área de AgNOR em células escamosas do colo uterino, de acordo com o grau de lesão Segundo a 
Classificação de Richart e Sistema Bethesda estabelecidos em Citologia Cérvico Vaginal Valores de “p”: p < 0,05 (*) e p < 0,01 
(**).
classe inflamatório 
 
HPV 
 
ASCUS 
 
NIC I 
 
NICII 
 
NIC III 
 Ca 
invasivo 
N 16  10  14  17  11  13  4 
X ± SE 2,15±0,17  2,26±0,19  2,88±0,25  3,74±0,24  5,97±0,40  6,31±0,43  9,47±0,69 
Mínimo 1,00  1,25  1,00  2,30  3,00  4,20  7,90 
Máximo 3,20  3,30  4,00  6,20  7,80  9,50  11,20 
Val de p  0,736  0,084  0,04*  0,0003***  0,60  0,0059**  
Classe 
 
inflamatório 
 
HPV 
 
ASCUS 
 
NIC I 
 
NICII 
 
NIC III 
 Ca 
invasivo 
N 16  10  13  16  11  12  4 
X ± SE 2,78±0,24  3,77±0,37  4,12±0,58  4,91±0,53  6,18±0,41  7,80±0,71  8,92±0,59 
Mínimo 1,10  2,10  1,50  3,40  4,50  5,00  7,90 
Máximo 5,10  5,50  9,20  12,10  8,90  12,30  10,50 
Val de p  
0,046 * 
 
0,927
 
0,268
 
0,002 ** 
 
0,133
 
0,446
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Tabela 5. Número de AgNOR em células escamosas do colo uterino, de acordo com o grau de lesão, nas diferentes 
classificações colposcópicas. Valores de “p”: p < 0,05 (*) e p < 0,01(**). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 6. Valores de área de AgNOR em células escamosas do colo uterino, de acordo com o grau de lesão, nas diferentes 
classificações colposcópicas. Valores de “p”: p < 0,05 (*) e p < 0,01 (**). 
 
classe 
normal  Aceto-
branco 
 pontilhado  mosaico  Vasos 
atípicos 
N 18  29  9  13  5 
X ± SE 2,31±0,20  3,05±0,23  3,65±0,41  5,99±0,52  8,78±0,81
Mínimo 1,00  1,00  2,50  3,00  6,30 
Máximo 4,00  6,50  6,00  9,80  11,2 
Val de p  0,047 *  0,161  0,002 **  0,019*  
classe 
normal  Aceto-
branco 
 pontilhado  mosaico  Vasos 
atípicos 
N 18  27  8  13  5 
X ± SE 3,25±0,31  4,17±0,44  4,43±0,22  6,50±0,59  8,84±0,86
Mínimo 1,10  1,50  3,50  4,50  5,90 
Máximo 5,50  12,1  5,50  12,3  10,5 
Val de p  0,190  0,143  0,0018 **  0,046*  
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Tabela 7. Número de AgNOR em células escamosas do colo uterino, de acordo com o grau de lesão nas diferentes classificações 
histológicas. Valores de “p”: p < 0,05 (*),  p < 0,01 (**) e p < 0,001 (***). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 8. Valores de área de AgNOR em células escamosas do colo uterino, de acordo com o grau de lesão nas diferentes 
classificações histológicas. Valores de “p”: p < 0,05  (*). 
 
 
classe HPV  NIC I  NIC II  NIC III 
N 16  12  12  7 
X ± SE 2,59±0,19  4,39±0,38  6,02±0,36  7,74±0,59 
Mínimo 1,25  2,00  4,20  5,20 
Máximo 4,20  6,45  7,80  9,80 
Val de p  0,0004 ***  0,0056 **  0,0221 *  
classe HPV  NIC I  NIC II  NIC III 
N 15  12  12  7 
X ± SE 4,06±0,29  5,47±0,80  6,79±0,48  8,34±0,85 
Mínimo 2,10  2,40  5,00  4,60 
Máximo 6,20  12,1  10,3  12,3 
Val de p  0,236  0,0387 *  0,1673  
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6 - DISCUSSÃO 
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O carcinoma de colo uterino tem sido intensamente estudado, pois é uma 
doença que se diagnosticada em suas fases iniciais pode ser controlada e mesmo 
evitada, sendo um dos raros exemplos de neoplasia previnível (CARNEIRO et al., 
2004). 
A realização do exame citológico tem sido reconhecida mundialmente 
como uma estratégia segura e eficiente para a detecção precoce da maioria dos 
casos de câncer do colo do útero. Apenas com o protocolo de diagnóstico padrão 
têm-se modificado as taxas de incidência e mortalidade. A efetividade da 
detecção precoce do câncer do colo do útero por meio deste exame associado a 
colposcopia e ao tratamento em seus estádios iniciais tem resultado em uma 
redução das taxas de incidência de carcinoma cervical invasor que pode chegar a 
80%, segundo a Organização Mundial da Saúde – OMS, quando realizado dentro 
dos padrões de qualidade (BRASIL,2003).  
Para a realização deste exame pode-se utilizar a coloração de 
Papanicolaou e a coloração de Shorr, igualmente aplicadas na avaliação 
citológica de material cervical uterino. Estas colorações têm como fundamento à 
diferenciação das células escamosas normais e neoplásicas manifestadas por 
alterações do citoplasma e do núcleo. Nesse estudo foram avaliadas ambas as 
colorações e a técnica de Shorr mostrou-se um bom método de coloração. 
Estima-se, entretanto, que no mundo 500.000 novos casos de câncer de 
colo de útero ocorram a cada ano, e em nosso país as taxa apresentadas são 
ainda alarmantes, sendo um dos cânceres que mais acometem as mulheres e um 
dos principais cânceres ginecológicos. Apesar de ser mais freqüente nas regiões 
menos favorecida do país, outras regiões vêm apresentando incidências 
crescentes, como a região sul (FERRIGNO & FARIA, 1992; ABRÃO, 1994; 
LOPES et al, 1995; BEZERRA & BRANDT, 1996; BRASIL,2003).  
Alguns casos são de difícil conclusão e necessitam de acompanhamento e 
realização de novos exames citológicos, em intervalo de tempo que variam 
conforme a gravidade (INCA, 2002), com isso, dificultando o tratamento e muitas 
vezes a perda da paciente. Desta forma, apesar dos procedimentos padrão serem 
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executados de maneira efetiva, dificuldades diagnósticas são relatadas, e para 
estes casos o emprego de outras técnicas auxiliares é indispensável. 
Atualmente, vários trabalhos descrevem o emprego da técnica de AgNOR 
e sua aplicação em morfometria quantitativa, como método auxiliar na distinção 
entre células benignas e malignas, em diversos tecidos (MAKINEN, et al., 1993; 
KRUGER, et al., 2000). São considerados parâmetros de área e perímetro 
nuclear, relação núcleocitoplasmática e área absoluta e fracional das regiões 
organizadoras de nucléolo (BIBBO & LONGATTO FILHO, 2001). 
Esta técnica, foi primeiramente descrita no início dos anos 30 e empregada 
na identificação de NORs em células na interfase, em citogenética, 
posteriormente foi adaptada em parafina para estudo da expressão de material 
NORs em biópsias. Baseado nestes dados esta técnica foi utilizada na 
investigação da taxa de proliferação celular em processos malignos (PLOTON, et 
al, 1985; CALORE et al., 1997; CALORE et al., 1997a). 
A formação dos NORs é constante em todas as células e, em relação à 
cérvice uterina o número deles está relacionado  com a intensidade da ploidia, 
transcrição nucleolar e ciclo celular podendo agir como um determinante de 
replicação celular (VIDAL, et al., 1994). 
UNDERWOOD & GIRI, (1995) realizaram estudo histológico em material 
cervical uterino e descreveram os pontos de AgNOR como estruturas redondas 
solitárias argerofílicas, correspondendo a nucléolos pequenos, vistas em células 
na fase GO; e os grupos de NOR dentro da matriz nucleolar, correspondendo aos 
nucléolos como pontos pequenos AgNORs verdadeiros espalhados por todo o 
nucleoplasma. Com o aperfeiçoamento da técnica de AgNOR, o procedimento 
tem sido aplicado no estudo de interfase das células neoplásicas para orientação 
diagnóstica e prognóstica.  
Portanto novas técnicas estão sendo estudadas com o objetivo de auxiliar 
no diagnóstico desta doença. BARROS (1999), avaliou a confiabilidade da técnica 
de AgNOR para estabelecer diagnósticos diferenciais de lesões pré-neoplásicas, 
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de graus de malignidade entre neoplasias benignas e malignas e auxiliar no 
prognóstico e terapêutica do câncer de boca. Concluiu que a contagem das 
NORs/núcleo pela técnica de AgNOR mostra a proliferação celular e pode ser 
indicativo de comportamento tumoral, além de ser um método de fácil realização e 
interpretação. O aumento do número de NORs/núcleo, de forma irregular, 
tamanho diminuído e dispersas no núcleo, são indicativos característicos de um 
pior diagnóstico.  Desta forma, a técnica de AgNOR tem sido estudada desde esta 
época em vários tecidos. 
Esta técnica baseia-se na suposição de que todos os corpos argerofílicos 
são AgNORs e seu número esteja positivamente relacionado à atividade dos 
genes que codificam RNA e a proliferação celular. Portanto tem sido sugerido que 
o número de AgNOR por célula pode ser uma marca de atividade celular incluindo 
malignidade, e seu estudo quantitativo viável no campo oncológico, citológico e 
histológico, sendo que o número, tamanho e posição dos AgNORs podem 
fornecer dados morfológicos como critérios de malignidade (REEVES, et al., 
1982; CORTES-GUTIERREZ, et al., 2001). 
Os pontos são vistos ao microscópio ótico com objetiva de 100 vezes como 
núcleos negros em citoplasma amarelo (HOWELL, & BLACK, 1980). Os 
resultados mostram que a interação prata-iônica com os grupos carboxilas das 
proteínas ácidas, as quais são envolvidas no processo de transcrição do RNA-r 
são responsáveis pela seletividade da coloração de prata dos NORs, que são 
proteínas argirofílicas não histonas (OLERT, 1979; FAKAN & HERNANDEZ-
VERDUN, 1986; SMITH, et al, 1988). O número e localização dos NORs são 
geralmente específicos nas espécies, e são caracterizados pelos centros fibrilares 
e estruturas de cromatinas in situ e pela localização de genes ribossomais e 
certas proteínas como B23 e C23 associadas a eles, ativadas no nucléolo durante 
a interfase (HUBBELL,  et al. 1979; HERNANDEZ-VERDUN, 1983). 
Na leitura dos casos deste estudo observou-se variação na quantidade, 
forma e tamanho dos pontos de AgNOR, demonstrando alteração significativa 
destes parâmetros, de acordo com a avaliação citológica das pacientes. O 
número de AgNOR e sua área relativa variaram consideravelmente: nos casos 
 79
normais e/ou inflamatórios encontrou-se valores médios de número de 2,1 e área 
de 2,7; em HPV o número médio foi de 2,2 e área de 3,7; para ASCUS valores 
número médio foi de 2,8 e área de 4,1; enquanto que em NIC I (LSIL) o número 
médio foi de 3,7 e área de 4,9; em NIC II (HSIL) o número médio foi de 5,9 e área 
de 6,1; em NIC III (HSIL) o número médio foi de 6,3 e área de 7,8 e em carcinoma 
número médio  foi de 9,4 e área de 8,9. 
Os valores apresentados para o número e área de AgNOR foram 
significativos para os quadros citológicos segundo a classificação de Richad e 
Bethesda, aumentando com a gravidade da lesão, como mostra as figuras 22 e 
23.  Segundo CALORE et al. (1997), este método de contagem de AgNOR pode 
ser usado na identificação e classificação de casos de NIC e sua diferenciação 
nos casos de dificuldade diagnóstica; em seus estudos também observou que a 
variação de forma e tamanho é crescente de acordo com o grau de malignidade. 
Verificou-se nesta pesquisa que o número de AgNOR  encontrado nas 
pacientes diagnosticadas como inflamatório, que constitui o nosso grupo controle, 
um número de AgNOR abaixo de 4 pontos como refere a literatura, os quais são 
considerados como normais (SAKAI, et al., 2001); entretanto estes valores 
aumentam discretamente nos casos de presença de efeitos citopáticos para HPV, 
mas não são considerados significantes.  
Segundo CALORE e colaboradores (1997), nas células do epitélio cervical 
até mesmo em processos inflamatórios podem apresentar número aumentado de 
AgNOR. Em nossos resultados observamos o mesmo comportamento, como se 
observa na figura 24 (A), que demonstra uma variação entre os pontos AgNOR, 
no entanto a média manteve-se nos padrões de normalidade. Outra observação, 
entretanto, que pode ser feita é que estes pontos mantêm a forma arredondada 
específica própria dos pontos no interior do núcleo (figura 9).  
Para os resultados observados nas pacientes classificadas como 
apresentando alterações citológicas para o vírus HPV, figura 24 (B), embora sem 
alterações citológicas características para NIC I, como aumento relação 
núcleo/citoplasma, hipercromasia, alteração de cromatina entre outros, mostrou 
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uma variação significativa para o número e valores de área de AgNOR entre si, 
mas com valores bem próximos das pacientes que não apresentam lesões no 
colo uterino, demonstrando que a invasão celular pelo vírus que ainda/ou que não 
apresentou alterações celulares não faculta um aumento de atividade celular, 
sugerindo que esta invasão celular possa ser eliminada ou tornar-se 
possivelmente latente (figura 11). Observa-se assim, que a presença do vírus 
HPV não necessariamente determina que a paciente venha a desenvolver uma 
displasia. Para que isto venha a ocorre é necessário à presença de vários fatores 
concomitante como: presença de vírus altamente oncogênico, alta carga viral, 
baixa imunidade da paciente, e principalmente a presença de áreas metaplásicas 
que favorecem a invasão do vírus, propiciando assim o desenvolvimento das 
displasias. Segundo EIFEL & LEVENBACK (2005), a infecção por HPV é 
freqüentemente transitória, e a história da infecção pelo vírus HPV não foi ainda 
completamente compreendida. 
A alteração dos AgNORs no ASCUS, (figura 13) quando comparados com 
os inflamatórios mostram que as discretas diferenças, no número e tamanho 
indicam que a célula está reativa. O número de AgNOR é significante quando 
comparado com NIC I, (tabela 2), demonstrando que ASCUS figura 24 (C) apesar 
de apresentar uma atividade celular mais intensa não qualifica suas células como 
uma lesão incipiente pré-maligna. Portanto considera-se ASCUS como 
classificação de difícil diagnóstico e prognóstico como refere à literatura, onde 
estas devem ser acompanhadas como pacientes de risco (MORIN, 2000).  
Nos casos de lesão de baixo grau (NIC I) observou-se valor mais elevado 
de número e área de AgNOR, que os encontrados nos normais. Esta diferença é 
relatada nos estudos de CALORE e colaboradores (1997), que descreve uma 
diferença mais evidente entre os graus de displasia e os casos de cervicite 
crônica.  
Nas pacientes com diagnóstico citológico de NIC I, figura 24 (D), verifica-se 
uma uniformidade nos valores de pontos de AgNOR além de valores médios mais 
elevados que os normais, tanto para o número como para a relação área de 
AgNOR. Outra característica relevante é que estes pontos AgNOR em alguns 
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casos apresentaram uma alteração de forma, não sendo totalmente 
arredondados, mas alongados ou espiculados, assim verifica-se que o método de 
AgNOR pode ser referido como um bom método auxiliar diagnóstico para os 
casos de lesões de baixo grau (figura 15). Embora, em contradição com a 
literatura (ROWLANDS, 1988; CALORE et al., 1997) que referem que as 
pacientes sem alterações no colo uterino e/ou com cervicite apresentam número 
de AgNOR não significativos em relação a NIC I, observou-se em nosso estudo 
um aumento significativo nos valores de AgNOR nas pacientes NIC I em relação 
as pacientes normais. 
Nos casos de lesão de alto grau, observam-se valores mais expressivos, 
com uniformidade de pontos em NIC II figura 24 (E), entretanto a diferença do 
número e área de AgNORs entre os diagnósticos de NIC II e NIC III não são 
significantes, (tabela 2 e 3) enquanto que os valores entre NIC I e NIC II são 
extremamente significantes para o número e significantes para a área (tabela 2 e 
3). A não significância observada entre os diagnósticos NIC II e NIC III favorecem 
realmente a unificação destas duas classificações em HSIL como ocorre na 
classificação de Bethesda. E NIC I em LSIL segundo Bethesda em um grau 
isolado. 
Contudo os valores observados nas lesões para carcinoma escamoso 
invasivo são extremamente elevados em relação a número e área de AgNOR se 
comparados com os observados nos casos de lesão de alto grau. Esses dados 
são correspondentes com os da literatura que expressam valores de número de 
AgNOR crescentes de acordo com a gravidade da lesão (EGAN, et al., 1988; 
EGAN, et al., 1990). 
Estes dados também são relatados por (ROWLANDS, 1988) onde refere 
que em neoplasia cervical podem ser observados pequenos aumentos de AgNOR 
em NIC I e NIC II, mas o aumento torna-se significante em NIC III e Carcinoma in 
situ. O aumento não ocorre somente em número, mas, em tamanho e são mais 
proeminentes, dados também relatados por YOKOYAMA, et al. (1990), onde 
relata que o número de AgNOR em displasia moderada e displasia severa é 
significativamente mais alto que seu número em células escamosas cervicais 
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normais. No entanto, segundo estes autores, a diferença entre o número de 
AgNORs  em carcinoma in situ e carcinoma escamoso invasivo não é significante.   
Nos casos de pacientes NIC II diagnosticados citologicamente, verifica-se 
um aumento significativo de número e área de AgNOR, bem como uma 
uniformidade entre estes pontos como mostra a figura 24 (E),  e também uma 
maior deformidade morfológica dos mesmos, mostrando-se categoricamente 
alongados ou espiculados (figura 17), onde verificamos que o método de AgNOR 
pode ser auxiliar diagnóstico da diferenciação dos casos de lesão de baixo e alto 
grau também por este aspecto. 
Segundo YOKOYAMA e colaboradores (1990) e SAKAI (2001), os pontos 
de AgNOR são significativamente mais elevados nos casos de lesão de alto grau 
quando comparados com pacientes normais e refere que nos casos de displasia 
que progrediram os pontos são significativamente mais elevados que os casos 
que regrediram. 
Nos casos de NIC III, figura 24 (F), os pontos referentes ao número de 
AgNOR e a relação área apresentam-se pouco uniformes desqualificando a 
tendência de que apresentavam que com o aumento da gravidade da lesão 
melhor era a uniformidade de valores. Isto se deve ao fato de que, por estarmos 
seguindo a classificação citológica de Richard, e esta unifica em NIC III os casos 
de displasia severa e câncer in situ, os valores apresentados para os dados de 
pontos AgNORs apresentam-se mais dispersos. O que pudemos observar é que 
em displasia severa (NIC III), os AgNORs seguem os mesmos parâmetros 
apresentados nos casos anteriores, somente que com valores de pior 
prognóstico; mas nos casos de câncer in situ (NIC III) os AgNORs são maiores e 
em menor número do que os esperados seqüencialmente, ocupando 
conseqüentemente, uma área de AgNOR maior (figura 19). Portanto, na figura 22, 
observa-se os valores de média de número de AgNOR em NIC III, onde são 
relativamente iguais aos valores de NIC II (NIC II 5,97 ≅ NIC III 6,31), pois a 
média torna-se mais baixa quando são contados os pontos dos casos câncer in 
situ juntamente com os de displasia severa (NIC III). Esta técnica de contagem é 
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recomendada segundo CROCKER et al., (1989) que menciona que os AgNOR 
podem ser contados unitariamente e quando aparecem em grupos sobrepostos 
também são contados unitariamente. 
Contudo, na figura 24 (G), verificamos os pontos referentes aos valores de 
número e área de AgNOR dos casos de carcinoma escamoso invasivo. Neste 
caso, observamos uma linearidade de valores com média elevada, muito acima 
dos valores dos casos de lesões pré-malignas. Os pontos tornam-se muitos 
pequenos e alterados em sua forma, apresentou-se pulverizados pelo núcleo, 
demonstrando uma total desorganização nuclear (figura 21). O número de 
AgNOR é muito significante quando comparado com NIC III (tabela 2). Estes 
aspectos creditam a técnica de AgNOR como mais um referencial auxiliar 
diagnóstico nos casos de alterações cervicais escamosas.  
Os pontos AgNOR aumentam com o número de cromossomos 
acroscêntricos,  pois estão presentes no braço curto destes cromossomos. 
Quando em casos de tumor os AgNOR não aparecem somente nos braços curtos 
dos cromossomos acroscêntricos, devido a irregularidades no nucléolo, 
encontrados nestas células malignas, aparecendo portanto pulverizados pelo 
núcleo. Assim sendo, em contraste com as células normais, as células malignas 
freqüentemente demonstram alterações de AgNOR em número, forma e tamanho 
(TRENT, et al., 1981). 
 Os valores apresentados para o número e área de AgNOR, em todos os 
casos analisados, refletem uma tendência progressiva para esses parâmetros, 
demonstrando ser esta Técnica um método válido e útil como auxílio diagnóstico, 
nas lesões de colo uterino. 
 Em uma segunda análise reorganizamos os dados de todos os pacientes 
de maneira a estudá-los de acordo com as alterações observadas no exame 
colpocópico. Através do teste com ácido acético realizado durante a colposcopia, 
no qual ocorre à coagulação das proteínas e o epitélio escamoso torna-se 
progressivamente opaco, de acordo com a gravidade da lesão. 
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Observa-se na figura 25 e 26 um aumento crescente do número e área de 
AgNOR, em relação às alterações colposcópicas observadas. Verifica-se um 
discreto aumento dos valores nos casos de epitélio acéto-branco em referência ao 
padrão normal, pois este tipo de epitélio somente demonstra a presença do vírus 
HPV, sem normalmente referirem necessariamente a presença de uma lesão de 
baixo ou alto grau, como ocorre normalmente em epitélio em pontilhado. 
Entretanto no caso de epitélio em mosaico o aumento dos valores de número e 
área de AgNOR torna-se mais evidentes demonstrando uma lesão aparente e de 
maior gravidade. No caso de presença de epitélio com vasos atípicos, demonstra 
notoriamente uma intensa atividade celular irregular e normalmente a presença de 
uma lesão característica de malignidade, corroborando pelo maior número de 
pontos de AgNOR pulverizados pelo núcleo com aumento conseqüente da área 
ocupada pelos mesmos. Segundo EGAN & CROCKER (1988), o número de 
AgNOR pode ser correlacionado com o conteúdo de DNA, tendo um número 
baixo de AgNOR em células normais e HPV , embora ligeiramente maiores e um 
aumento progressivo de AgNOR em displásicas e neoplásicas.  
Na figura 27 (A) temos os pontos dos valores dos números e de área de 
AgNOR em pacientes avaliadas como normais pelo exame colposcópico. 
Observa-se que os valores de número de pontos de AgNORs mantêm-se sempre 
abaixo dos valores tidos como normais para células escamosas de acordo com a 
literatura, (BUCKLEY, et al., 1982) no epitélio aceto-branco, como mostra a figura 
27 (B), verifica-se uma maior proximidade dos pontos, embora ainda mantendo-se 
próximo dos valores normais, pois estas alterações conotam a presença do vírus 
HPV e, normalmente sem alterações citológicas relevantes. A diferença de 
número de AgNOR entre epitélio aceto-branco e normal são significantes, 
demonstrando portanto a presença de lesão (tabela 4). 
A figura 27 (C) mostra número e área de AgNOR nos casos classificados 
como epitélio em pontilhado, estes valores são mais elevados que no caso 
anterior, e provavelmente classificados citologicamente como lesão de baixo grau.  
Nos epitélios em mosaico, apresentados na figura 27 (D), verifica-se uma 
maior homogeneidade dos pontos e um aumento progressivo dos valores de 
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número e área de AgNOR em relação ao epitélio em pontilhado. Este tipo de 
epitélio normalmente é observado em pacientes classificados citologicamente 
como de alto grau. Os valores de número e área AgNOR são muito significativos 
quando comparados com pontilhado (tabela 4 e 5). Em relação à forma dos 
AgNOR, estas se apresentam alteradas, perdendo o padrão arredondado. 
Nas alterações colposcópicas com presença de vasos atípicos são 
classificadas citologicamente como câncer in situ e carcinoma escamoso invasivo. 
Observa-se que o número e área de AgNOR são mais elevados, apesar destes 
serem menores e dispersos pelo núcleo, demonstrando uma grande 
desorganização celular bem como uma atividade celular intensa. Estes valores 
são nitidamente diferentes em relação aos valores demonstrados nos casos 
apresentados com colposcopia normal e significante (tabela 4 e 5) quando 
comparados com epitélio em mosaico, portanto devem ser considerados e 
observados durante a avaliação diagnóstica. 
Segundo MUSCARA (1996), os AgNORs são vistos como simples pontos 
em células não malignas, enquanto que em células malignas são irregulares e 
disformes e em maior número. Concluindo que a área e a distribuição dos pontos 
são parâmetro que contribuem para um diagnóstico clínico patológico mais 
preciso e útil como prognóstico, influenciando a subseqüente terapêutica. 
Reorganizamos novamente os dados das pacientes, de acordo com os 
resultados histológicos, preconizado como diagnóstico de certeza. Verificamos 
que o número e a área dos pontos AgNOR  aumenta de maneira crescente a 
produzir uma reta linear, onde o maior número de pontos e a maior área são 
observados nos casos de lesão de maior gravidade. Estes resultados podem ser 
observados nas figuras 28 e 29. 
Na figura 30 (A), verifica-se os pontos de número e área de AgNOR em 
pacientes com resultados de HPV pela histologia. Observamos que os pontos 
estão relativamente dispersos o que corresponde aos mesmos dados observados 
nos casos de pacientes de HPV pela citologia, isto sugere novamente que em 
alguns casos não há uma desestruturação a nível celular com aumento da 
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atividade celular, mas somente uma invasão da célula pelo vírus que 
subseqüentemente pode ser eliminado ou tornar-se latente sem provocar doença. 
Desta maneira algumas destas células apresentam pouca atividade celular, 
portanto menor número de AgNOR e em menor tamanho, enquanto que outros já 
apresentam uma maior atividade celular resultante de um início de progressão à 
displasia.  
Pois segundo PLOTON et al., (1984); GIRI et al., (1989); DERENZINI et al., 
(1990), a relação entre atividade proliferativa celular e AgNOR, é assim 
demonstrada através dos pontos AgNOR, sendo portanto esta técnica útil como 
uma chave da atividade celular e seu controle. 
Entretanto na figura 30 (B), observa-se uma uniformidade maior no número 
de pontos e relação área de AgNOR, pois estes dados refletem pacientes 
diagnosticadas como NIC I pela histologia, onde se tem material celular com 
alterações significativas e portanto maior atividade celular. Observa-se também 
que o número de pontos de AgNOR supera o valor para células normais que é de 
4 pontos, segundo literatura e, considerado extremamente significante quando 
comparados com os casos HPV e muito significantes quando comparados com 
NIC II (tabela  6), em relação a área são significantes quando comparados com 
NIC II (tabela 7). 
DONG (1997), em seus estudos mostra que a investigação por AgNOR 
pode ser correlacionada com o diagnóstico histológico, onde o método de AgNOR 
revela a atividade celular biológica do tumor através das alterações do número, 
tamanho e forma dos pontos de impregnação por prata. 
Nos pacientes diagnosticados como NIC III pela histologia, figura 30 (D), 
observa-se uma uniformidade de pontos, com valores elevados para o número e 
área de AgNOR. Estes valores são significantes quando comparados com NIC II 
em relação ao número de AgNOR e não significantes em relação a área (Tabelas 
6 e 7) e, portanto, podem ser agrupados como acontece em HSIL no Sisitema 
Bethesda para o diagnóstico citológico. 
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Em relação à forma dos pontos de AgNOR (figura 31, e figuras 
15,17,19,21) observamos que estes se tornam irregulares e espiculados, 
perdendo sua forma padrão que é redonda, de acordo com o aumento da 
gravidade da lesão, demonstrando uma desestruturação da organização celular.  
Nos casos de câncer in situ (NIC III, HSIL), os pontos tornam-se em média 
menos espiculados e retomam o padrão arredondado (figura 19), só que em 
tamanho muito maior; sem teste estatístico para este grau de lesão. Verifica-se 
também uma queda na percentagem de formas espiculadas no caso de câncer in 
situ, retornando a aumentar drasticamente para os casos de carcinoma escamoso 
invasivo, onde os pontos são múltiplos, espiculados e pequenos, apresentando-se 
de forma pulverizada no interior no núcleo. 
Portanto o uso adicional deste método seria de valia no estudo de lesões 
pré-malignas cervicais, pois de acordo com o Primeiro Consenso Brasileiro de 
HPV (2000), marcadores como o de AgNOR estão sendo estudados para sinalizar 
a tendência evolutiva das lesões neoplásicas intra-epiteliais (CARVALHO & 
OYAKAWA, 2000). 
A análise de imagem citológica deve ser considerada como um método 
caracterizado por uma alta precisão e reprodutibilidade na determinação da área 
total de AgNOR por célula. O método de contagem é imprescindível e deve ser 
realizado conjuntamente com a análise da área do AgNOR  (AUBELE, et al., 
1994; MAHOVLIC, et al., 1999). 
Avaliando as dados referentes ao material que apresenta metaplasia 
escamosa, observou-se, que estas células apresentam um número mais 
expressivo de pontos de AgNOR e um valor área maior que as células escamosas 
normais e inflamatórias, pois estas células apresentam maior atividade celular por 
estarem em transformação de tecido cilíndrico em escamoso. Entretanto estes 
pontos de AgNOR apresentam menor área e número que os encontrados em 
lesões pré-malignas. Verifica-se, portanto, que o emprego da técnica de AgNOR 
em metaplasia deve ser melhor avaliado. 
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 Assim segundo COLORE et al., (1997); ROCHER (2002), significativas 
diferenças são encontradas entre esfregaços normais, inflamatórios, com 
metaplasia escamosa e cada grau de displasia, onde se pode concluir que a 
técnica de AgNOR pode ser útil para evolução de interpretações duvidosas nos 
esfregaços vaginais. Esta técnica pode ser útil na histologia e importante na 
citologia cervical onde a contagem de AgNORs para diferenciar inflamatório de 
células metaplásicas e de células pré-malignas e para diferenciar os graus de 
displasia em esfregaços vaginais. Este método pode ser útil em casos individuais 
aumentando a sensibilidade e especificidade da leitura da rotina de citologia 
cervical. 
Observou-se também em análise posterior, embora não se tenha feito um 
estudo aprofundado, que o método de coloração de Shorr, por ser uma técnica 
que melhor evidencia a cromatina nuclear sua condensação e suas alterações, 
melhor mostrou os pontos negros intranucleares de depósito de proteína 
associadas às regiões organizadoras nucleares (NORs) que são corados pela 
prata reduzidas a micronúcleos. Os pontos observados na técnica de coloração 
de Shorr como pontos avermelhados no interior do núcleo, provavelmente 
correspondem em forma e tamanho aos mesmos pontos que seriam impregnados 
pela prata na técnica de AgNOR.  
Portanto, se após minuciosa análise do material cervical uterino, através da 
técnica citológica, a conclusão diagnóstica for duvidosa, pode-se empregar o 
técnica de AgNOR como método auxiliar mais objetivo.  
Atualmente, novas técnicas vêm sendo desenvolvidas com o objetivo de 
melhorar a acurácia do exame citopatológico, destacando-se entre elas a citologia 
em meio líquido ou citologia em camada delgada, que diminui a sobreposição 
celular, obtendo-se uma amostra mais uniforme, facilitando o emprego de outras 
técnicas diagnósticas (EIFEL & LEVENBACK, 2005). 
Assim, além da técnica de AgNOR ser de fácil execução e baixo custo, 
este procedimento torna-se ainda mais simples quando se emprega o método de 
camada delgada na execução da análise citológica. Pois, além da maior 
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quantidade de material disponível, esta metodologia em camada delgada, facilita 
a análise de imagem permitindo uma contagem automatizada dos AgNORs bem 
como a medida de sua área relativa mais aprimorada. Portanto, com o advento da 
citologia em camada delgada o emprego da técnica de AgNOR busca sanar de 
maneira rápida, segura e objetiva as dificuldades encontradas na realização deste 
importante exame laboratorial. 
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7 – CONCLUSÃO 
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 A Técnica de AgNOR em material citológico do epitélio cervical uterino 
mostrou índices de correlação positiva, associadas às metodologias de 
Diagnóstico Citológico, Diagnóstico Colposcópico e Diagnóstico Histológico. 
Considerando-se a progressão das lesões, demonstrou ser útil na diferenciação 
entre: 
Diagnóstico Citológico 
o ASCUS e NICI; 
o NIC I e NIC II; 
o NIC III e carcinoma escamoso invasivo. 
Diagnóstico Colposcópico 
o Epitélio normal e epitélio aceto-branco; 
o Epitélio em pontilhado e epitélio em mosaico; 
o Epitélio em mosaico e vasos atípicos. 
Diagnóstico Histológico 
o HPV e NIC I; 
o NIC I e NIC II; 
o NIC II e NIC III. 
Portanto, conclui-se que a Técnica de AgNOR é eficiente, e que apresenta 
resultados que propicia uma melhor análise do material cervical uterino e que 
pode ser empregada com maior ênfase naqueles casos onde os demais exames 
possam gerar dúvidas. 
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